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^ (57) Abstract: The invention concerns a novel plant glucosidase I and nucleic acids coding for said enzyme involved m N-gly- 
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^ antibodies or nucleotide probes and primers- 

O (57) Abreg6 : La prdsente invention conceme une nouvelle glucosidase I vdg^ale et des acides nucl6'ques codant pour cette enzyme 
^ participant ^ la N-glycosylation des prot^ines en cours de traduction. Elle conceme aussi des moyens de detection de cette prot^ine 
^ et de ces acides nucleiques, tels que des anticorps ou encore des sondes el des amorces nucleotidiques. 
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Titre : NOUVELLE GLUCOSIDASE I DE PLANTE ET SON APPUCATION A LA PRODUCTION DE PROTEINES R& 
COMBINANTES A GLYCOSYLATION MODIHEE 

La presente invention concerne une nouvelle glucosidase I vegetale 
et des acides nucleiques codant pour cette enzyme participant a la N- 
glycosylation des proteines en cours de traduction. Elle concerne aussi des 
moyens de detection de cette proline et de ces acides nucl§iques, tels que 
5 des anticorpsou encore des sondes et des amorces nucleotidiques. 

L'invention est 6galement relative k des vecteurs recombinants 
comprenant un acide nucl6ique codant pour la nouvelle glucosidase I de 
plante. a des cellules hdtes transforni^es par un acide nuclSique ou un 
vecteur recombinant selon l'invention, ainsi qu'a des plantes transgeniques 
10 dont une partie ou la totalite des cellules sont transfomn§es avec un acide 
nucl6lque ou un vecteur recombinant selon IMnvention. 

L'invention a egalement trait ^ des moyens destines a augmenter 
ou au contraire it inhiber I'expression d'un acide nucleique codant pour la 
nouvelle glucosidase I dans des plantes. dans le but de produire des 
15 proteines. tout particulierement des proteines recombinantes. dont la 
glycosylation est modifiee. 

Chez les plantes. comme chez tous les eucaryotes, la N- 
glycosylation consiste en la fixation covalente d'un oligosaccharide plus ou. 
molns complexe sur une prot§ine. au niveau d'un site de glycosylation 
20 constitue de la sequence en acides amines UXSn, X repr6sentant n'importe 
lequel des acides amines, k I'exception de la proline (P) et de I'acide 
aspartique (D). 

Le processus de A/-glycosylation d6bute dans le reticulum 
endoplasmique avec le transfert d'un oligosaccharide pr6curseur du type 
25 (GIC3 Mang GlcNAcz) sur le r6sidu N d'un site de glycosylation de la proteine 
en cours de traduction. 

Get oligosaccharide pr6curseur subit des modifications dans le 
reticulum endoplasmique. En premier lieu, la glucosidase I coupe un glucose 
et la glucosidase II coupe les deux glucoses suivants, I'oligosaccharide fixe 
30 sur le site de glycosylation ayant alors la forme (Mang GlcNAc2). 

Dans un second temps, la proteine est transferee dans I'appareil de 
Golgi au sein duquel roligosaccharide va subir de nombreuses modifications 
additionnelles. En particulier, des residus a-1.3 fucose et p-1,2 xylose 
peuvent etre ajoutes. Les residus a-1.3 fucose et p-1.2 xylose sont 
35 sp^cifiques des plantes et semblent etre presents chez les mollusques. les 
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insectes et les nematodes; ils n'ont jamais ete identifies chez les 
mammiferes. 

Les glycannes fixes sur les sites de glycosylation des prot6ines 
jouent un rSle important dans de nombreux m6canismes. lis pemnettent 
notamment le maintien de la structure de la prot6ine dans une conformation 
biologiquement active, ils assurent une protection de la chaTne peptidique 
vis-S^vis de I'attaque des enzymes prot6olytiques et peuvent intervenir dans 
les ph6nom§nes de reconnaissance celiulaire (Weil et al., 1989). 

La glucosidase I est aussi designee mannosyl-oligosacchande 
glucosidase. dont le classement international est EC : 3.2.1.106. 

La glucosidase I est une enzyme membranaire du reticulum 
endoplasmique de type II, dont I'extremit6 C-temiinale se trouve dans le 
lumen du reticulum endoplasmique. 

Cette enzyme catalyse la premiere etape de la A/-glycosylation. en 
hydrolysant le residu glucose terminal de I'oligosaccharide precurseur. Cette 
proteine a ete purifiee et caracterisee chez plusieurs especes. 

Chez la levure, la glucosidase I a une taiile de 95 kDa (Bause et al.. 
1986). La glucosidase 1 a egalement 6t6 isolee et caracterisee a partir du 
foie de pore (Bause et al.. 1989). de la glande mammaire de bovin oCi elle 
semble etre pr§sente sous forme de t§tram§re (Schailubhai et al.. 1987) et 
du foie de veau (Hettkamp et al.. 1984). Dans ces trois especes. la 
glucosidase I a une taiile de 85 kDa et les similarites dans leurs sequences 
d'acides amines respectives montrent que cette prot6ine est assez bien 
conservee au cours de revolution (Pukkazhenti et al., 1 993). 

Un ADNc humain de 2881 pb codant pour une glucosidase I a 
egalement ete isole (Kalz-FQIIer et al..1995). L'analyse de la sequence en 
acides amines d6duite .de la sequence de TADNc a mis en evidence un site 
potentiel de glycosylation sur Tacide amine en position 655. la presence 
d'une zone tres hydrophobe correspondant a la region transmembranaire 
putative allant de Tacide amine en position 38 a I'acide amine en position 58 
vers I'extremite N-terminale et en presence d'une region cytosolique de 37 
acides amines a I'extremite N-terminale ainsi que d'une region C-terminale 
etendue situee dans le lumen du reticulum endoplasmique.. II s'agit d'une 
proteine membranaire de type II. 
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Chez les vegetaux, la glucosidase I a ete isolee a partir de plantules 
de haricot (Mung Bean) par (Szumilo at al. 1986), cette enzyme ayant ete 
etudiee en detail par Zeng et al. en 1998. Cette glucosidase I a une taille de 
97 kDa et se distingue des glucosidases I animales par une sensibllite 
5 differente a des agents nriodifiant les acides amines. 

Par exemple. un agent modifiant des histidines inactive la 
glucosidase I de haricot mais pas celle de foie de pore, alors qu'un agent 
modifiant des cysteines n'inactive que la glucosidase I de foie de pore. 

Qu'elles soient originaires d'une levure, d'un mammiffere ou d'une 
10 plante, les glucosidases I connues possedent en commun certains 
caracteristiques: il s'agit d'une a-1 ,2-gIucosidase dont Tactivite catalytique ne 
necessite pas la presence d'un ion metallique, et qui est N-glycosylee sur un 
seul site . 

A ce jour, aucun ADN genomique ou ARN messager codant pour 
15 une glucosidase I vegetale n'a encore 6te isole et caracterise. 

Or, il existe actuellement un besoin tres important de moyens 
permettant de produire des polypeptides d'interet industrial dans les plantes, 
notamment de. proteines recombinantes, et dont la glycosylation. est 
modifiee. 

20 En particulier, il existe un besoin accru de proteines produites dans 

les plantes, ne possedant pas des caracteristiques allergisantes conferees 
par les residus fucose et xylose contenus dans les oligosaccharides 
complexes fixes au niveau des sites de glycosylation des proteines d'origine 
vegetale. 

25 II existe aussi un besoin accru en proteines provenant de cereales 

depourvues d'effet allergisant ou encore de proteines recombinantes 
d'Interet alimentaire ou th6rapeutique ne provoquant pas de phenomene 
d'allergie chez le consommateur ou le patient. 

Afin de modifier la nature de la N-glycosylation chez les plantes, il a 

30 ete envisage de stopper la cascade des reactions enzymatiques de 
glycosylation, avant les etapes de maturation des glycannes, ou encore de 
faire produire aux plantes, par transgen^se, des oligosaccharides complexes 
de type animal (Chrispeels et Faye, 1998). 

II a egalement ete envisage d'utiliser de la castanospermine, qui est 

35 un agent inhibiteur de la glucosidase I, notamment dans des cultures de 
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cellules vegetales en fermenteur. de manifere k synth6tiser des proteines 
portent un N-glycanne de structure proche du precurseur commun a tous les 
eucaryotes. 

L'invention a permis d'isoler et de caract6riser pour la premifere fois 
le produit de transcription d'un gfene codant pour une glucosidase I veg§tale 
catalysant le clivage du premier residu glucose exteme de I'oligosaccharide 
pr§curseur (GIC3 Mans Glc NAcz) et ainsi de rendre accessibles a rhomme 
du m6tier des moyens pemiettant de moduler rexpression du gene 
Gorrespondant chez une piante et en particulier d'inhiber ou de bloquer la 
traduction de la glucosidase I chez une piante. de maniere a produire chez 
cette piante des proteines glycosylees ne comportant pas de residus 
osidiques allerg§niques eVou immunog6nes, tels que les residus fucose et 
xylose. 

Le demandeur a ainsi isoI§ et caracteris§ un ADN complementaire 
con-espondant a I'ARN nnessager codant pour une glucosidase I chez 
Ambidopsis thaliana, le gene correspondant 6tant designe AtGCSL 

Le demandeur a egalement montr6 que I'interruption de la 
sequence genomique du gene AtGCSI chez une piante conduisalt a ia 
production de proteines dont la glycosylation est modifife. 

Plus partlculierement. 11 a 6te montr6 que le blocage de I'expression 
du gene AtGCSI selon Tinvention provoquait la production de prot§ines dont 
les sites de glycosylation 6taient occup§s par des oligosaccharides 
pr§curseurs et non des N-glycannes matures. L'analyse des proteines 
produites par les plantes dans lesquelles I'expression du gene AtGCSI a ete 
bloqu§e a permis de determiner une absence totale de residus xylose et 
fucose allergfenes. Le blocage de I'expression du gene de la glucosidase I 
v6g§tale AtGCSI entraine I'arret du developpement de la graine. 

Un mutant d'insertion d'ADN-T affecte dans la N-glycosylation des 
proteines a ete isole. L'ADN-T est insere dans un gene localise sur le BAG 
I T1 F1 5 issu de la banque d'ADN de Arabidopsis thaliana TAMU de I'ecotype 
Columbia qui est repertoriee dans la base de donnees Gen Bank sous le 
numero d'acces AC004393. 

La sequence repertoriee dans la base de donnees precitee est 
annotee comme etant similaire a ia glucosidase I humaine. 
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La sequence genomique du gene AtGCSi possede egalement une 
forte similarlte (66% d'identite en acides nucl6iques) avec une sequence du 
BAG F3I6 de la banque de donnees IGF repertoriee dans la base de 
donnees GenBank sous le numero d'accfes AC002396. 
5 La sequence contenue dans le BAG F3I6 est egalement annotee 

comme etant similaire a la glucosidase I humaine. Des homologies antra la 
sequence codante du gene AtGCSi ont ate retrouvees. par example avac la 
glucosidase I de souris. de rat at de I'homme (38% d'identita an acdes 
nucl6iques) d'une proteine putative de C. elegans (36% d'identite an acdes 
10 nucl^iques) ou de Schizzo. pomba (31% d'identite en acides nucle.quas) ou 
encore de levure (28 % d'identite en acides nuclaiques), ^ „ ^ 

La sequence du gene decrit dans la base de donnees GenBank 
sous le numero d'acces AC004353 comprendrait 20 exons et 19 introns^ 
Selon una telle analyse, la sequence du g^ne contanu dans le BAG T1F15 
15 sarait transcrita an un ARN massagar codant pour une proteine putative 
d'une longueur de 864 acides amines. 

Le gene AtGCSi . selon I'invention. qui. comprend 22 exons et 21 
introns. pamiet la synthase d'un ARN messager codant pour une 
glucosidase I d'une longueur de 852 acides amines. 
20 Ainsi un premier objet de I'invention consiste en un acide nucle.qua 

comprenant au moins 20 nucleotides consecutifs d'un polynucleotide codant 
pour une glucosidase I ayant la sequence en acides amines SEQ ID N 1. ou 
un acide nucleique de sequence complementaire. 

De maniere preferee. un acide nucleique selon I'invention se 
25 presente sous une forme isoleeet/oupurifiee. 

Le tenne " isoie " au sens da la presente invention, dasigne un 
materiel biologique (acide nucleique ou proteine) qui a ete soustrait a son 
environnement original (I'environnement dans lequel il est localise 

naturellement). , , 

30 Par axemple. un polynucleotide present a I'etat naturel dans une 

planta ou un animal n'est pas isole. Le mama polynucleotide separe des 
acides nucieiques adjacants au sein dasquels il est naturellement insere 
dans le genome de la planta ou de I'animal est considere comme .sole . 

Un tel polynucleotide paut etre inclus dans un vecteur et/ou un tel 
35 polynucleotide peut etra inclus dans une composition et demeurer 
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neanmoins a I'etat isol§ du fait que le vecteur ou la composition ne constitue 
pas son envlronnement nature). 

Le terme "purifie" ne necessite pas que le materiel soit present 
sous une forme de puret§ absolue. exclusive de la presence d'autres 
5 composes. II s'agit plutot d'une definition relative. 

Un polynucleotide est h l'6tat "purifi§" aprfes purification du 
materiel de d6part ou du materiel naturel d"au molns un ordre de grandeur, 
de preference 2 ou 3 et preferentiellement 4 ou 5 ordres de grandeur. 

Aux fins de la presente invention, I'expression "sequence 
10 nucleotidique " peut etre employee pour designer indifferemment un 
polynucleotide ou un aclde nucleique. Uexpression "sequence 
nucleotidique " englobe le materiel genetique lui-m§me et n'est done pas 
restreinte a I'infonnation concernant sa sequence. 

Les termes " acide nucleique ", " polynucleotide " oligonucleotide " 
15 ou encore "sequence nucleotidique" englobent des sequences d'ARN, 
d'ADN , d'ADNc ou encore des sequences hybrides ARN/ADN de plus d'un 
nucleotide, indifferemment sous la forme simple chaine ou sous la forme de 
duplex. 

Le terme " nucleotide " designe d la fois les nucleotides naturels (A. 
20 T, G, C) ainsi que des nucleotides modifies qui comprennent au moins une 
modification telle que (1) un analogue d'une purine, (2) un analogue d'une 
pyrimidine, ou (3) un sucre analogue, des exemples de tels nucleotides 
modifies etant decrits par exemple dans la demande PCT N'WO 95/04 064. 

Aux fins de la presente invention, un premier polynucleotide est 
25 considere comme etant " compiementaire " d'un second polynucleotide 
lorsque chaque base du premier nucleotide est appariee a la base 
compiementaire du second polynucleotide dont I'orientation est inversee. 
Les bases complementaires sent A et T (ou A et U). ou C et G. 

L'invention concerne egalement un acide nucleique comprenant au 
30 moins 20 nucleotides consecutifs de I'ADNc de sequence nucleotidique SEQ 
ID N°2 codant pour la glucosidase I vegetale selon l'invention ou un acide 
nucleique de sequence compiementaire. 

En particulier. Tinvention est relative a un acide nucleique 
comprenant la sequence nucleique SEQ ID N°2. ou un acide nucleique de 
35 sequence compiementaire. 
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L'invention a encore pour objet un acide nucl6ique possedant au 
moins 80% d'identite en nucleotides avec Tun des acides nucleiques 
suivants: 

a) uii acide nucleique comprenant au moins 20 nucleotides 
5 consecutifs d'un polynucleotide codant pour une glucosidase I ayant la 

sequence en acides amines SEQ ID N-1. ou un acide nucl6ique de 
sequence compl6mentaire; 

b) un acide nucieique comprenant au moins 20 nucleotides 
consecutifs de la sequence nucleotide SEQ ID N-2. ou un acide nucieique 

10 de sequence compiementaire; 

c) un acide nucleique comprenant la sequence nucieotidique SEQ 
ID N''2, ou un acide nucleique de sequence compiementaire. 

Selon rinvention, un premier acide nucleique ayant au moins 80% 
d'identite avec un second acide nucleique de reference, possedera au moins 
85%. de preference au moins 90%. 95%, 98%. 99%. 99.5% ou 99.8% 
d'identite en nucleotides avec ce second polynucleotide de reference, le 
pourcentage d'identite entre .deux sequences etant determine comme decrit 
ci-apres. 

Le " pourcentage d'identite " entre deux sequences de nucleotides 
20 ou d'acides amines, au sens de la presente invention, peut etre determine 
en comparant deux sequences alignees de maniere optimale. ^ travers une 

fenetre de comparaison. 

La partie de la sequence nucieotidique ou polypeptidique dans la 
fenetre de comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des 
25 deletions (par exemple des " gaps") par rapport ^ la sequence de reference 
(qui ne comprend pas ces additions ou ces deletions) de maniere a obtenir 
un alignement optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calcule en determinant le nombre de positions 
auxquelles une base nucleique ou un residu d'aminoacide identique est 
30 observe pour les deux sequences (nucleique ou peptidique) comparees, puis 
en divisant le nombre de positions auxquelles il y a identite entre les deux 
bases ou residus d'aminoacides par le nombre total de positions dans la 
fenetre de comparaison, puis en multipliant le resultat par cent afin d'obtenir 
le pourcentage d'identite de sequence. 
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L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre 
realise de maniere informatique a I'aide d'algorithmes connus contenus dans 
I'outil logiciel de la Soci6t§ WISCONSIN GENETICS SOFTWARE 
PACKAGE, GENETICS COMPUTER GROUP (GCG). 575 Science Doctor. 

5 Madison, Wisconsin. 

De mani§re tout fait preferee. le pourcentage d'identit6 entre deux 
sequences est effectue a I'aide du logiciel BLAST (version BLAST 2.06 de 
Septembre 1998), en utilisant exclusivement les parametres par defaut (S.F. 
ALTSCHUL et al., 1990); SF ALTSCHUL et al..1997). 

10 Chacun des acides nucleiques selon I'invention qui comprend tout 

ou partie de TARNm ou de TADNg correspondant aux produits de 
transcription du gene AtGCSI codant pour une glucosidase I vegetale peut 
etre ais6ment obtenu par I'homme du metier qui en connait sa sequence 
nucleotidique divulguee dans la presente description. 

15 L'homme du metier peut egalement reproduire I'un quelconque des 

acides nucleiques selon I'invention en construisant. sur la base des 
sequences divulguees dans la presents description, des amorces 
oligonucleotidiques capables d'amplifier tout ou partie de ces acides 
nucleiques. par exemple en extrayant les ARN totaux a partir de diff§rents 

20 tissus vegetaux. puis en synth6tisant les ADN compl6mentaires ^ I'aide 
d'une enzyme transcriptase inverse avant de realiser plusieurs cycles 
d'amplification des ADNc obtenus a I'aide d'une ou plusieurs amorces 
hybridant sp6clfiquement avec les sequences cibles dont I'obtention est 
recherchee. 

25 Un tel mode de reproduction des acides nucleiques selon 

I'invention est par exemple decrit dans Texemple 1 . 

Apres amplification specifique d'un acide nucleique selon ['invention 
a I'aide des amorces appropriees. les differents acides nucleiques amplifies 
peuvent alors etre soumis a une etape de ligation dans un vecteur selon des 

30 techniques bien connues de l'homme du metier. 

D'une maniere generate, un acide nucleique ayant au moins 20 
nucleotides consecutifs d'une sequence selon I'invention possede 
avantageusement au moins 25. 30. 35, 40. 50. 75. 100. 150. 200. 300. 400. 
500. 1000. 2000 ou 2500 nucleotides consecutifs de la sequence de 
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r6f6rence, la longueur de nucleotides cons6cutlfs etant naturellement Iimit6e 
par la longueur de la sequence de reference. 

L'homme du metier peut aussi reproduire un acide nucl§lque selon 
rinvention par synthese chimique directe, telle que la methode au 
phosphodiester. d§crite par Narang et al. (1979). la methode au 
phosphodiester decrite par Brown et al. (1979), la methode au 
diethylphosphoramidite decrite par Beaucage et al. (1981), ainsi que la 
m§thode sur support solide decrite dans la demande de brevet europeen 
n'EP 0 707 792. le contenu de ces documents etant ici incorpor6 par 
reference. 

Un acide nucleique selon I'invention peut 6galement etre synthetise, 
a partir de I'information de sequence polynucleotidique de reference SEQ ID 
N''2 et SEQ ID N°5. a I'aide des techniques decrites par Wheeler et al. 
(1996. Gene, Vol.10 :251-255). par Wade et al .( 1996. Biomedical Peptides, 
Proteins and nucleic acids.Vol.2 :27-32). par Martinez et al. (1996. Taxicon. 
Vol. 34 (11) :1413-1419), par Prapunwattana et al. (1996, Molecular and 
Biochemical Parasitoly. vol.83: . 93-1 06) et par Skopek et al. (1996. Mutation 
Research, vol.349: 163-1 72). 

Comme deja mentionn6. le demandeur a egalement isol6 et 
caractferise, chez un 6cotype d'Arabidopsis thaliana, r§cotype Wassilevskja, 
une plante dans le genome de laquelle le gene AtGCSI codant pour la 
glucosidase I selon I'invention a et6 artificiellement interrompu, par {'insertion 
d'une construction contenant un ADN-T de Agrobacterium tumefaciens. 

Apr6s s6quenpage du gene AtGCSI au niveau de I'ADN-T, 11 a ete 
§tabli que I'ADN exogene a 6t§ insere au debut du huiti6me intron 
L'insertion de I'ADN-T exogene a en outre cree une deletion de 30 pb de 
I'ADN genomique ainsi. qu'une insertion de deux fragments nucleotidiques 
d'une longueur respective de 26 et 22 pb. de part et d'autre de I'ADN-T. 

Ainsi. le demandeur a isole et caracterise un gene Atgcsl 
comportant, par rapport a la sequence du gene AtGCSI retrouvee 
naturellement. plusieurs additions et deletions de nucleotides dans la 

sequence codante. 

II a ete montre selon I'invention que les plantes portant un gene 
Atgcsl mute pouvaient etre notamment caracterisees par le phenotype de 
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leurs graines qui sont. pour un quart d'entre elles , ridees et incapables de 
germer. 

II a en outre ete montr6 qu'une mutation du gene AtGCSI, 
lorsqu'elle est presente a l'6tat homozygote dans le genome, est letale pour 
la plante. 

De plus, il a ete montre selon I'invention que la glycosylation des 
prot6ines exprimees dans des plantes dans lesquelles I'expression du gene 
Atgcsl est fortement alteree, voire completement bloquee ou inexistante 
6tait profondement modifiee et qu'en particulier les glycannes presents au 
niveau des sites de glycosylation de ces proteines §taient completement 
depourvus de residus oligosaccharidiques allergenes tels que le fucose et le 
xylose. 

En consequence, la sequence genomique du gene Atgcsl ainsi. 
que la sequence nucleotidique SEQ ID N''2 selon I'invention sont utiles 
notamment pour la mise au point de divers moyens destines S inhiber ou 
bloquer la synthese de la glucosidase I codee par le gene AtGCSI. La 
sequence nucleotidique SEQ ID N-2 selon I'invention est egalement utile 
pour la mise au point de divers moyens de d§tectlon sp§cifiques du g^ne 
Atgcsl ou de son produit de transcription, de tels moyens de detection 
20 pemiettant Thomme du metier de d6tenniner si une plante d'interet 
contient dans son genome un gfene AtGCSI fonctionnel ou au contraire un 
g6ne Atgcsl mut6. §tant entendu que la detection de la presence d'au moins 
une copie du gene Atgcsl mute dans le genome d'une plante permet de 
selectionner cette plante en vue de la production de proteines non 
25 allergfenes pour I'homme. 

Un acide nucleique tel que defini ci-dessus code pour au moins une 
partie de la glucosidase I selon I'invention et peut notamment etre insere 
dans un vecteur recombinant destine a I'expression du produit de traduction 
correspondant dans une cellule bote ou dans une plante transform6e avec 

30 ce vecteur recombinant. 

Une tel acide nucleique peut aussi etre utilise pour la synthese de 
sondes et d'amorces nucleotidiques destinees a la detection ou a 
ramplification de sequences nucleotidiques comprises dans I'ADN 
genomique. I'ARN messager ou encore I'ADNc du gene AtGCSI dans un 

35 echantillon. 
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Aux fins de la detection, on peut egalement uiliser des acides 
nucleiques de sequence complementaire a ceux d6finis ci-dessus. 

Font egalement partie de rinvention les sondes et les annorces 
nucleiques hybridant. dans des conditions d'hybridation de forte stringence. 
avec un acide nucleique de sequence nucl6otidique SEQ ID N'2. 

Par conditions d'hybridation de forte stringence au sens de 
[•invention, on entend les conditions d'hybridation suivantes: 

L'ADN a tester est immobilise sur des membranes de type 
GenScreenPlus«NEN™Life Science Product selon les instructions du 
fabriquant. en presence de 0.4 MNaOH: une nuit. 

- Les membranes sont lavees avec un tampon 2 x SSC (1 x SSG ... 
idem) puis sont prehybridees au moins 30 min a 65 »C dans un tampon 
d'hybridation CTampon : 7% SDS. 0.25M Na^HPO^. pH 7.4, 2 mM EDTA. 20 
mg/l d'heparine. 0.1 mg/1 d'ADN simple brin de thymus de veau)^ 

- Les sondes.sont ajoutees aux membranes et incubees d 65 C 

pendant une nuit; . 

- Apres retape d'hybridation. les membranes sont lavees dans un 
tampon 2 x SSC. . 0.5 % sarcosyl. 0.2 % pyrophosphate de sodium pendant 
30 min a 65 "C 

- Un second lavage est op§r6 dans un tapon 0.2 x SSC. 0.5 /o 
sarcosyl. 0.2 % pyrophosphate de sodium pendant 10 min ^ 65 "C 

Les conditions d'hybridation d^crites ci-dessus sont adaptees a 
l-hybridatlon dans des conditions de forte stringence d'une mol6cuIe d'acde 
nucleique d'une longueur de 300 ^ 400 nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridation ci-dessus decntes 
peuvent itre adaptees en fonction de la longueur de I'acide nucleique dont 
I'hybridation est recherchee ou du type de marquage choisi. selon des 
techniques connues de I'homme du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre 
,0 adapt6es selon I'enseignement contenu dans I'ouvrage de HAMES et 
HIGGINS (1985) ou encore dans I'ouvrage de AUSUBEL et al; (1989). 

Les sondes ou les amorces nucleotidiques selon I'invention 
comprennent au moins 15 nucleotides consecutifs d'un acide nucleique 
selon I'invention. en particulier d'un acide nucleique de sequence SEQ ID 
35 N-2 ou de sa sequence complementaire. d'un acide nucleique ayant au 
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moins 80% d'identite en nucleotides avec la sequence SEQ ID N°2 ou de sa 
sequence compl§mentaire ou encore d'un acide nucl§ique hybridant, dans 
des conditions d'hybridation de forte stringence, avec la sequence SEQ ID 
N'Z ou sa sequence compl6mentaire. 

5 De preference, des sondes ou amorces nuclSotidiques selon 

I'invention ont une longueur d'au moins 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 
150, 200, 300, 400 ou 500 nucleotides consecutifs d'un acide nucleique 
selon invention, en particuller de I'acide nucleique de sequence 
nucl6otidique SEQ ID N°2, ou d'un acide nucl6ique de sequence 

10 complementaire. 

Selon un autre aspect, une sonde ou une amorce nucleotidique 
selon I'invention consistera et/ou comprendra des fragments d'une longueur 
de 15, 20. 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 ou 500 nucleotides 
consecutifs d'un acide nucleique selon I'invention, plus particulierement de 

15 I'acide nucleique de sequence SEQ ID N''2, ou d'un acide nucleique de 
sequence complementaire. 

Des exemples d'amorces et de couples d'amorces sont par 
exemple les sequences SEQ ID N'S et SEQ ID NM. qui pennettent 
d'amplifier la totalite du cadre de lecture ouvert de I'ARN messager du gfene 

20 Atgcsl. 

11 peut s'agir egalement des amorces de sequences SEQ ID N°5 a 
SEQ ID N" 15 selon I'invention. 

Une amorce ou une sonde nucl6otldique selon I'invention peut §tre 
pr6paree par toute methode adapt6e bien connue de I'homme du metier, y 
25 compris par clonage et action d'enzymes de restriction ou encore par 
synthase chimique directe selon les techniques, telles que les methodes de 
phosphodiester de Narang et al. (1979) ou de Brown et al. (1979) precitees. 

Chacun des acides nucleiques selon I'invention ainsi que les 
sondes et amorces oligonucleotidiques decrites ci-dessus, peuvent etre 
30 marques . si desire, en incorporant un marqueur detectable par des moyens 
spectroscopiques, photochimiques, biochimiques, immunochimiques ou 

encore chimiques. 

Par exemple, de tels marqueurs peuvent consister en des isotopes 
radioactifs (^^P,^H,^^S), des molecules fluorescentes (5-bromod§oxyuridine, 
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fluoresceine, acetylaminofluorene, digoxig§nine) ou encore des ligands tels 
que ia biotine. 

Le marquage d'un acide nucl6ique est realist de preference par 
incorporation de molecules marquees au sein de ces nucleotides par 
extension d'amorces, ou bien par ajout sur les extremites 5' ou 3'. 

Des exemples de marquage non radioactif de fragments d'acides 
nucieiques sont decrits notamment dans le brevet FR 78 19 175 ou encore 
dans les articles de URDEA et al. (1988). ou SANCHEZ-PESCADOR et al. 
(1988). 

De maniere avantageuse, les sondes salon I'invention peuvent 
avoir des caracteristiques structurelles de nature a pemnettre una 
amplification du signal, tellas que les sondes decrites par URDEA et al; 
(1991) ou encore dans le brevet europeen n° EP 0 225 807 (Chiron). 

Las sondes oligonucleotidiques selon I'invention peuvent etre 
utilisees notamment dans des hybridations de type Southern a I'ADN 
g§nomique, ou encore dans des hybridations si I'ARN messager du gfene 
Atgcsl, lorsqu'une visualisation de I'expresslon du transcrit correspondant 
est recherchee dans un echantillon. 

Les sondes selon I'invention peuvent aussi etre utilisees pour la 
detection de produits d'ampllfication PGR ou encore pour la detection de 

mesappariements. 

Des sondes ou amorces nucieotidiques selon I'invention peuvent 
etre immobilisees sur un support solide. De tels supports solides sont bien 
connus de Thomme du metier et comprennent des surfaces des puits de 
plaque.de microtitration, des billes de polystyrene, des billes magnetiques. 
des bandes de nitrocellulose ou encore des microparticules telles que des 

particules de latex. 

La presente invention concerne egalement un precede de detection 
de la presence d'un acida nucleique du gene AtGCSI dans un echantillon, 
ladlte methode comprenant les etapes consistant a : 

- mettre en contact une sonde ou une pluralite de sondes 
nucieotidiques selon I'invention avec I'echantillon d tester, susceptible de 
contanir un acide nucleique du gene AtGCSV, 
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- detecter I'hybride 6ventuellement form§ entre la ou les sondes et 
I'acide nucleique present dans I'echantillon. 

Selon un mode de realisation partlculier du proc6d6 de detection 
5 selon rinvention. la ou les sondes oligonucl6otidiques sont lmmobills6es sur 
un support. 

Selon un autre aspect, les sondes oligonucleotidiques comprennent 

un rharqueur detectable. 

L'invention concerne en outre un necessaire ou kit pour la detection 
10 de la presence d'un acide nucl6ique du gene AtGCSUADHg, ADNc. ARNm) 
dans un 6chantillon, ledit necessaire comprenant: 

a) une ou plusieurs sondes nucleotidiques, telles que decrites ci- 

dessus; 

b) le cas echeant. les r^actifs n^cessaires ^ la reaction 
d'hybridation. 

Selon un premier aspect, le necessaire ou kit de detection est 
caracterise en ce que la ou les sondes sont lmmobilis6es sur un support. 

Selon un second aspect, le n6cessaire ou kit de detection est 
caract§ris§ en ce que les sondes oligonucleotides comprennent un 

marqueur detectable. 

Selon un mode de realisation partlculier du kit de detection decrit ci- 
dessus. un tel kit comprendra une plurality de sondes oligonucleotidiques 
25 confonnes & invention qui pourront etre utilis6es pour detecter des 
sequences cibles d'int6rgt du gene AtGCSI ou encore detecter des 
mutations dans les regions codantes du gene AtGCSI, plus particulierement 
dans I'acide nucl§ique de sequence SEQ ID N^a ou un acide nucleique de 
sequence complementaire. 

Les amorces nucleotidiques selon I'invention peuvent etre utilisees 
pour amplifier un fragment nucleotidique quelconque (ADNg. ADNc. ARNm) 
de AtGCSI, et plus particulierement tout ou partie d'un acide nucleique de 

sequence SEQ ID N^a. 

Un autre objet de I'invention concerne un precede pour 
ramplification d'un acide nucleique du gene AtGCSI. et plus 
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particulierement un acide nucl6ique de sequence SEQ ID N''2 ou un 
fragment ou encore un acide nucl6ique de sequence complementaire a ce 
dernier, contenu dans un echantillon. ledit procedd comprenant les etapes 
consistant a : 

5 

a) mettre en contact I'echantillon dans lequel la presence de I'acide 
nucl6ique cible est suspectee avec un couple d'amorces nucteotidiques 
selon I'invention; 

0 b) realiser au moins un cycle d'amplification de I'acide nucleique 

contenu dans I'echantillon; 

c) d§tecter de I'acide nucleique eventuellement amplifie. 

15 Selon le proc§d§ d'amplification ci-dessus. on realise au moins un 

cycle d'amplification de I'acide nucleique contenu dans rechantlllon 
prealablement a la detection de I'acide nucleique eye.ntuellement amplifie. de 
preference au moins 10, et de manifere tout S fait pr6f6r6e au moins 20. 

cycles d'amplification. 

20 Pour mettre en oeuvre le procede d'amplification cl-dessus. on aura 

avantageusement recours § I'une quelconque des amorces nucteotidiques 
pr6c6demment decrites dont la position d'hybridation est localis6e 
respectivement du cote 5' et du c6te 3' de la r6gion de I'acide nucleique cible 
de AtGCSI dont ramplificafion est recherch6e, en presence des reactifs 

25 n^cessalres ^ la reaction d'amplification . 

L'invention a en outre pour objet un necessaire ou l<it pour 
I'amplification d'un acide nucleique du gene AtGCSI (ADNg, ADNc ou 
ARNm) selon rinvention, et plus particulierement tout ou partie d'un acide 
nucleique de sequence SEQ ID N'a, ledit necessaire ou kit comprenant: 

3D 

a) un couple d'amorces nucleotidiques conformes a l'invention; 



b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la reaction 
d'amplification. 

35 
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Un tel necessaire ou kit d'amplification comprendra 
avantageusement au moins une paire d'amorces nucleotidlques telle que 
precedemment decrites dont la position d'hybridation est localisee 
respectivement du c6t6 5' et du cot6 3' de I'acide nucleique cible du g§ne 
AtGCSI dont ramplification est recherch6e. 

Selon un mode de r6alisation pr6f§r6. des amorces selon Tinvention 
comprennent tout ou partie d'un polynucleotide choisi psml des sequences 
nucleotidiques SEQ ID N'3 et SEQ ID N°4. 

L'invention a egalement trait a des precedes destines a inhiber ou 
bloquer I'expression du gene AtGCSI dans les cellules de tissus de plantes, 
en vue de la production de proteines glycosylees par des glycannes non 
allergenes. par des techniques approprlees bien connues de Thbrnme du 
metier. 

Afin d'inhiber ou de bloquer I'expression du gene AtGCSI chez une 
plante, Thomme du metier pourra notamment recourir a I'utilisation de 
polynucleotides antisens, ou encore a des techniques de co-suppression. 

Ainsi. l'invention concerne aussi un polynucleotide antisens capable 
de cibler specif iquement une region d6temiin6e du gfene AtGCSI et plus 
particulierement a une region d§temiin6e de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N''2.capable d'inhiber ou de bloquer sa transcription et/ou sa traduction. 
Un tel polynucleotide repond S la definition g6n6rale des sondes et des 

amorces selon {'invention. 

Selon un premier aspect, un polynucleotide antisens selon l'invention 
hybride avec une sequence correspondant a une sequence localisee dans 
une region de I'extremite 5' de I'ARN messager du gene AtGCSI, et de 
maniere tout d fait preferee d proximite du codon d'initiation de la traduction 
(ATG)du gene AfGCSl 

Pour constmire un tel polynucleotide antisens, Thomme du metier 
pourra avantageusement se referer ^ la sequence de I'ADNc du gene 
30 AtGCSI referencee comme la sequence nucleotidique SEQ ID N" 2. 

Selon un second aspect, un polynucleotide antisens selon 
l'invention comprend une sequence correspondant a une des sequences 
localisees au niveau des jonctions exon/intron du gene AtGCSI et de 
maniere preferee aux sequences correspondant a un site d'epissage, qui 
peuvent etre determinees selon des techniques bien connues de I'homme 
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du metier, sur la base de la description des sequences de IMnvention, tout 
partlculierement des sequences SEQ ID N°5 et SEQ ID N°2. 

Selon un troisidme aspect, un polynucleotide antisens conforme a 
I'invention comprend la totalite de TADNc correspondant au produit de 

5 transcription du gene AtGCSI. De maniere tout 6 fait preferee. un 
polynucleotide antisens selon I'invention comprend la s6quence 
nucl§otidique SEQ ID N'Z. ou consiste en la sequence SEQ ID 

Pour synthetiser des polynucleotides antisens tels que definis ci- 
dessus. rhomme du metier pourra se r6ferer aux positions des differents 

10 axons et introns du gene AtGCSI dans la sequence nucleotidique SEQ ID 

De maniere generale, les polynucleotides antisens doivent avoir 
une longueur et une temperature de fusion suffisantes pour permettre la 
formation d'un hybride duplex intraceliulaire ayant une stabilite sufTisante 
15 pour inhiber ['expression de i'ARNm de AtGCSI. 

Des strategies pour constaiire des polynucleotides antisens sont 
notamment decrites par GREEN et al. (1986) et IZANT et WEINTRAUB 
(1984), le contenu de ces deux articles §tant ici Incorpore par reference. 

Des methodes de constmction de polynucleotides antisens sont 
20 egalement decrites par ROSSI et al. (1991) ainsi que dans les demandes 
PCX n'WO 94/23 026, WO 95/04141. WO 92/18522 et dans la demande de 
brevet europ^en n' EP 0 572 287. le contenu de ces documents etant 

incorpore par reference. 

Avantageusement. un polynucleotide antisens selon I'invention a 
25 une longueur de 15 S 4000 nucleotides. Un polynucleotide antisens de 
I'invention a preferentiellement une longueur de 15 . 20. 25. 30, 35. 40. 45 
ou 50 & 75. 100, 200. 500. 1000, 2000, 3000 ou 4000 nucleotides. 

Parmi les polynucleotides antisens selon rinvention. sont preferes 
ceux ayant respectivement une longueur d'environ 300 nucleotides ou une 
30 longueur d'environ 4000 nucleotides. 

Afin d'inhiber ou de bloquer Texpression du gene AtGCSI, on peut 
aussi avoir recours simultan6ment a une pluralite de polynucleotides 
antisens tels que definis ci-dessus, chacun des polynucleotides antisens 
hybridant avec une region distincte du gene AtGCSI ou de son ARN 
35 messager. 
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D'autres m§thodes de mise en oeuvre des polynucleotides antisens 
sent par exemple celles decrites par SCZAKIEL et al. (1995). 

L'invention a encore pour objet tout proc6de bien connu de 
rhomme du m§tier permettant de creer des modifications, par exemple une 
5 ou plusieurs additions, deletions ou substitutions d'au moins un nucleotide 
dans la sequence du g§ne MGCSI, de telles modifications ayant pour 
consequence soit une inhibition ou un blocage de la transcription du gene 
AtGCSI soit un d^faut dans I'epissage du pre-ARN messager. soil une 
inhibition ou un blocage de la traduction de I'ARN messager mature, dans la 
10 glucosidase I selon invention, soit encore dans la production d'une 
glucosidase I mutee ayant une activite catalytique reduite ou nulle. 

Des techniques de mutagenese de la sequence genomique du 
gene AtGCSI appropriees sont par exemple d6crites par Hohn et Puchta 
(1999). 

15 Une plante dont le genome a et§ modifi6 comme d6crit ci-dessus 

est capable de synthetiser des proteines a glycosylation modifiee non 
allergenes et/ou non immunogenes. en particulier I'ensemble des proteines 
produites naturellement par la plante et destinees a ralimentation humame 
ou animate, telles que celles decrites par Zeng et al. (1997). 
20 En outre, une telle plante affectee dans I'expression de I'act.vite 

catalytique de la glucosidase I selon l'invention. peut §tre utilisee afin de 
produire des proteines recombinantes d6termin§es non allergenes et/ou non 
immunogenes destinees a une utilisation chez Thomme ou I'animal. 

De preference, tes plantes rendues deficientes dans Tactivite 
25 catalytique de la glucosidase I selon l'invention sont utilisees en vue de la 
production de proteines immunogenes et de proteines antigeniques non 
allerg6niques destinees a la preparation de vaccins pour I'immunisation de 
I'homme ou de I'animal. Tout type de peptide ou proteine immunogene ou 
antigenique recombinant peut ainsi etre produit par une plante dont le gene 
30 AtGCSI a subi au moins une addition, deletion ou substitution d'un ou 
plusieurs nucleotides consecutifs. 

Selon un autre aspect, les N-glycannes ayant subi un processus 
partiel de maturation dO a I'absence. ou a un taux r6dult. de glucosidase 1 
catalytiquement active dans des plantes dans lesquelles le gene AtGCSI a 
35 ete modifie comme decrit ci-dessus. et qui comprennent essentiellement la 
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Structure (GIC3 Man? GlcNAc2) peuvent etre utilises, apres separation et 
purification, comme vecteurs de compos6s d'interdt th6rapeutique vers des 
cellules cibles determinees chez les mammiferes et en particulier chez 
. rhomrrie. En effet, ces glycannes partiellement nnodifies ont une affinity 
5 particulifere pour des lectines exprimees specifiquement a la surface 
membranaire de certaines categories cellulaires et ont deja permis 
I'adressage d'agents antiviraux vers les hepatocytes et les nnacrophages 

(Murray etal.. 1987). 

Selon un autre mode de realisation prefere selon I'invention, une 
10 surexpression du gene AtGCSI ou de son produit de transcription, ou 
encore de la proteine glucosldase I selon I'invention sera recherchee. 

Une forte expression du gene AtGCSI chez une plante peut etre 
atteinte soit par la surexpression du gene AtGCSI, soit par I'insertion de 
multiples copies d'un polynucleotide codant pour la glucosidase I selon 
15 I'invention dans la plante, soit encore par une combinalson de ces deux 
strategies. 

Pour I'insertion de multiples copies d'un polynucleotide codant pour 
la glucosidase I selon rinvention dans le genome d'une plante. on aura 
avantageusement recours a un vecteur recombinant selon I'invention. 
20 L'invention est egalement relative ^ un vecteur recombinant 

comprenant un acide nucteique selon I'invention. ■ 

Avantageusement, un tel vecteur recombinant comprend un acide 
nucleique choisi parmi les acides nucl6iques suivants: 

25 a) un acide nucleique comprenant au moins 20 nucleotides 

cons^cutifs d'un polynucleotide codant pour une glucosidase I ayant la 
sequence en acides amines SEQ ID N'1 ; ou un acide nucleique de 
sequence complementaire ; 

30 b) un acide nucleique comprenant au moins 20 nucleotides 

consecutifs de la sequence nucleotidique SEQ ID N°2, ou un acide 
nucleique de sequence complementaire ; 
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c) un acide nucleique comprenant une sequence ayant au moins 
80% d'identit6 en nucleotide avec la sequence nucl§otidique SEQ ID H"!, ou 
un acide nucleique de sequence complementaire; 

5 d) un polynucleotide antisens ou un polynucleotide homopurine ou 

homopyrimidine. tel que defini plus haut. utile pour inhiber I'expression du 
gene Atgcsi. 

Par "vecteur" au sens de la presente invention, on entendra una 
10 molecule d'ADN ou d'ARN circulaire ou lineaire qui est indifferemment sous 
forme de simple brin ou double brin. 

Un vecteur recombinant selon I'invention est indifferemment un 
vecteur de clonage, un vecteur d'expression. ou plus specifiquement un 
vecteur d'insertion. un vecteur de transformation ou un vecteur d'integration. 
15 11 peut s'agir d'un vecteur d'origine bacterienne ou virale. 

Selon un premier mode de realisation, un vecteur recombinant 
selon I'invention est utilise dans le but d'amplifier Tacide nucleique qui y est 
ins6re apres transformation ou transfection de I'hSte cellulaire desire. 

Selon un second mode de realisation, il s'agit d'un vecteur 
20 d'expression comprenant. outre un acide nucleique codant pour un 
polypeptide conforme a I'invention. en particulier le polypeptide de sequence 
en acides amines SEQ ID N"1. des sequences regulatrices permettant d'en 
dinger la transcription et/ou la traduction. 

En outre, les vecteurs recombinants selon I'invention pourront 
25 inclure une ou plusieurs origlnes de replication chez les botes cellulaires 
dans lesquels leur amplification ou leur expression est recherchee ainsi que 
des marqueurs de selection. 

Dans un mode de realisation particulier, un vecteur recombinant 
selon I'invention comprend un polynucleotide antisens ou un polynucleotide 
30 homopurine ou homopyridine. tel que defini precedemment, le cas echeant 
place sous le controle des sequences de regulation appropriees permettant 
d'en assurer I'expression dans une cellule bote ou une plante choisie. Un tel 
vecteur recombinant est utilise de preference pour inhiber I'expression du 
gene Atgcsi dans la cellule ou dans la plante. 
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Selon un autre mode de realisation particulier, un vecteur 
recombinant selon I'invention comprend un polynucleotide codant pour le 
polypeptide ATGCS1 ou un polypeptide ayant au moins 80% d'identite en 
acides amines avec ce dernier et conservant ractivit§ biologique de 
ATGCS1. place sous le controle de sequence(s) de regulation permettant 
une expression a haut niveau de ATGCS1 ou de son homologue dans une 
cellule bote ou dans une plante choisie. Un tel vecteur recombinant est utile 
pour pemiettre un haut niveau d'expression de ATGCS1 chez une plante . 

Selon un aspect avantageux. un tel vecteur irecombinant est un 
vecteur int6gratif permettant I'insertion de multiples copies de la sequence 
codante de ATGCS1 dans le genome d'une plante. 

A titre d'exemple, les promoteurs bacteriens pourront etre las 
promoteurs Lad, LacZ, les promoteurs de I'ARN polymerase du 
bacteriophage T3 ou T7. les promoteurs PR. ou PL du phage lambda. 

Des promoteurs pour I'expression d'un acide nucl6ique codant pour 
une glucosidase I selon Tinvention dans les plantes sont le promoteur CaMV 
35 S du virus de la mosaique du chou-fleur (Odell et al., 1985) ou encore le 
promoteur du gene de I'actine 1 du riz (McElroy et al. 1 990). 

On peut aussi utiliser le promoteur de la FAH (Brevet num^ro : 
Fn°9907362) qui permet d'exprimer un gene de fagon forte et const'itutive 
dans toutes les parties de la plantes sauf dans les graines. utilisable pour les 
strategies sens et antisens. ou encore des promoteurs inductibles du 
systeme a deux composantes (ref McNeills T.W. et al. 1998, 
" Glucocorticoid-inducible expression of bacterial avirulence gene in 
transgenic arabidopsis induces hypersensitive cell death. " Plant Journal, 14 
(2) : 247-257 

D'autres promoteurs utiles pour I'expression d'un polynucleotide 
d'interet dans les plantes sont decrits dans les bi-evets n°US 5,750,866 et 
US n'S.eSS.SeS, incorpores ici par reference. 

De maniere generale. pour le choix d'un promoteur adapte, 
I'homme du metier pourra avantageusement se referer a I'ouvrage de 
Sambrool< et al. (1989) precite ou encore aux techniques decrites par Fuller 
et al. (1996), et Ausubel et al. (1989). 

Les vecteurs bacteriens preferes selon I'invention sont par exemple 
les vecteurs pBR 322 (ATCC N'37017) ou encore des vecteurs tels pAA223- 
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3 (Pharmacia Uppsala, Suede) at pGEM1, pBSSK at pGEM-T (Promega 

Biotech, Madison, WU. USA) at pUC19 (commercialise par Boehringer 

. Mannheim, Germany). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialises tels que les 

5 vecteurs pQE70. pQE60. pQE9 (Qiagen, psuX 174, pBluescript SA, pNH8A, 

pMH16A, pMH18A. pMH46A, pWLNEO. pSG2CAT. pOG44, pXTI, pSG 

(Stratagene). 

II peut s'agir §galement de vecteurs de type baculovirus tels que le 
vecteur pVL1392/1393 (Phanningen) utilise pour transfecter les cellules de 
10 la lign§e Sf9 (ATC N'CRL 171 1) deriv6e de Spodoptera frugidera. 

Pr§ferentieilement, on aura recours ^ des vecteurs specialement 
adaptes pour I'expression de sequences d'interets dans des cellules de 
plantes, tels que les vecteurs suivants: 

15 • vecteur pBlN19 (Bevan et al., Nucleic Acids Research, 

Voi.12:8711-8721, commercialise par la Societe Clontech , Palo Alto, 
Caiifprnie, USA); 

• vecteur pB101 (Jefferson 1987, Plant Molecular Biology Reporter, 
20 vol. 5: 387-405, commercialise par la Soci6t6 Clotench); 

• vecteur pBI121 (Jefferson et al. 1987, Plant Molecular Biology 
Reporter, vol. 5:387:405, commercialise par la Societe Clotench): 

25 • vecteur pEGFP (Connack BP et al. , 1996, commercialism par la 

Societe Clotench); 

• vecteurs pAOV. pOV2, pSOV, pS0V2, pkMB et pSMB (Mylne et 
al., 1996). 

30 

Pour permettre I'expression des polynucleotides selon Tinvention, 
ces vecteurs doivent etre introduits dans une cellule hote. L'introduction des 
polynucleotides selon invention dans une cellule hote peut etre realisee in 
vitro, selon les techniques bien connues de I'homme du m§tier pour 
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transformer ou transfecter des cellules, soit en culture primaire, solt sous la 
forme de Iign6es cellulaires. 

L'lnvention a en outre pour objet une cellule hote transformee avec 
un acide nucl6ique ou par un vecteur recombinant selon I'invention. 
5 Une telle cellule hote transformee est preferentiellement d'origine 

procaryote ou eucaryote. notamment bacterienne, fongique ou vegetale. 

Ainsi. peuvent etre notamment utilisees des cellules bacteriennes 
de diff6rentes souches de E. coli ou encore d'Agrobactenum tumefaciens. 

De maniere preferee. la cellule hote transformee est une cellule de 
10 plante ou encore un protoplaste de plante. 

De maniere tout a fait . preferee. il s'agit d'une cellule ou d'un 
protoplaste de colza, de tabac. de maTs, d'orge. de ble, de luzeme, de 
tomate, de pomme de terre, de bananier ou d'Arabidopsis thaliana. 

L' invention concerne aussi un organisme multicellulaire v6g6tal 
15 transforme. caract6rise en ce qu'il comprend une cellule h6te transformee ou 
une pluralite de cellules hdtes transform§es avec un acide nucleique selon 
I'invention ou avec un vecteur recombinant selon I'invention. 

Selon un premier aspect, I'organisme multicellulaire vegetal est 
transforme avec un ou plusieurs nucleotides antisens et/ou un plusleurs 
20 polynucleotides homopurine ou homopyrimidine afln d'inhiber ou de bloquer 
I'expression du gfene AtGCSI chez cet organisme. 

Selon un second aspect, I'organisme multicellulaire vegetal est 
transfomie avec une ou plusieurs copies d'un polynucleotide codant pour la 
glucosidase I selon I'invention ou pour un polypeptide ayant au moins 80% 
25 d'identite en acides amines avec la glucosidase 1 et conservant I'activite 
biologique permettant la maturation normale des glycannes fixes sur les sites 
de glycosylation des proteines en cours de synthese.. 

L'lnvention a encore pour objet une plante transgenique. c'est-a- 
dire une plante transformee comprenant. preferentiellement sous une forme 
30 integree dans son genome, un acide nucleique du gene Atgcsl et 
preferentiellement un polynucleotide antisens ou encore un acide nucleique 
codant pour le polypeptide ATGCS1 ou un polypeptide homologue, ledit 
acide nucleique ayant ete insere dans le genome de la plante par 
transformation avec un acide nucleique de AtGCSI ou un vecteur 
35 recombinant selon l'lnvention. 
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Preferentiellement, une plante transform6e selon I'invention est un 
colza, un tabac. un mais, un soja, un bl6. une orge, une luzerne, une tomate, 
une pomme de terre, une plante a fruits telle le bananier ou Arabidopsis 
thaliana. 

5 Selon un premier aspect, les plantes transg§nlques telles que 

dfefinies ci-dessus pr6sentent une expression reduite, une expression 
Ind6tectable ou une absence d'expression du gfene AtGCSI at sont ainsi 
susceptibles de permettre la production de proteines a glycosylation 
modifiee et non allergenes et/ou non immunogenes pour I'homme ou 

10 I'animal. Selon un mode de realisation particulier, de telles plantes 
synthetisent une proteine d'interet dont la sequence codante a ete introduite 
artificiellement, cette sequence codante pouvant etre sous une fomie non 
integree au genome de la plante, ou au contraire sous une forme integree 
dans le genome de la plante. La proteine d'interet peut etre de toute nature, 

15 preferentiellement une proteine destinee a I'alimentation ou d la th§raple de 
I'homme ou Tanimal, en particulier Timmunotherapie ou la vaccination. 

L'invention conceme ainsi 6galement une prot6ine a glycosylation 
modifiee, caracterlsee en ce qu'elle est produlte par une plante transformfee 
selon l'invention, ou encore par une cellule h6te transform§e selon 

20 I'invention, dans laquelle I'expression du gene AtGCSI est inhibee ou 
bloqu6e, ou caracterlsee en ce qu'elle est contenue dans une semence 
d'une plante transformee selon l'invention. De pr§f6rence, la prot6lne d 
glycosylation modifi6e est une proteine recomblnante. II peut s'agir d'une 
proteine recomblnante destinee a Talimentation ou d la therapie humaine ou 

25 animate. Une telle proteine recomblnante peut etre un antigene ou un 
immunogene utile dans une composition de vaccin. 

L'invention conceme aussi I'addition d'un ou de plusieurs site(s) de 
N-glycosylation dans une proteine recomblnante d'interet afin de modifier 
son clblage et/ou sa stability, dans des cellules v6getales, un tissu vegetal 

30 ou une plante transformee selon l'invention. 

Selon un second aspect, les plantes transgeniques telles que 
definies ci-dessus ont la propriete d'exprimer fortement une glucosidase I 
selon l'invention. 
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L'invention a en outre pour objet un proc§d6 d'obtention d'une 
plants transgenique transformee avec un acide nucl§ique selon rinvention. 
caracterise en ce qu'il comprend les §tapes suivantes: 

5 a) obtention d'une cellule hdte transform6e v6g6tale telle que 

definie ci-dessus; 

b) regeneration d'une plante entiere § partir de la cellule hote 
vegetale transformee obtenue ^ I'^tape a); 

10 

c) selection des plantes obtenues & l'6tape b) ayant integre I'acide 
nucl6ique d'int^ret. 

L'invention est egalement relative ^ un procede d'obtention d'une 
15 plante transgenique. transfomnee avec un acide nucleique selon l'invention, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant § : 

a) transformer une cellule de plante avec un acide nuci^ique du 
gene AtGCSI ou avec un vecteur recombinant selon l'invention; 

20 

b) regenerer une plante entifere a partir de cellules de plantes 
transfomi§es obtenues d l'6tape a); 

c) selectionner les plantes ayant integre I'acide nucl6ique du gene 
25 AtGCSI d'interet. 

L'invention conceme aussi un procede d'obtention d'une plante 
transformee, caract6ris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

30 a) obtention d'une cellule bote 6'Agrobactenum tumefaciens 

transformee avec un acide nucleique ou un vecteur recombinant selon 
l'invention; 

b) transformation de la plante choisie par infection avec des cellules 
35 6'Agrobactenum tumefaciens obtenues a I'etape a); 
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c) selection des plantes ayant Integre I'acide nucleique selon 
I'invention. 

L'un quelconque des precedes d'obtention d'une plante 
transg6nlque ci-dessus d6crit peut en outre comporter les etapes 
additionnelles suivantes: 

d) croisement entre elles des deux plantes transfonmees telles 
qu'obtenues d I'^tape c); 

e) selection des plantes h6terozygotes pour le transgene. 

Selon un autre aspect, Tun quelconque des procedes ci-dessus 
d§crits pourra en outre comprendre les etapes suivantes: 

d) croisement d'une plante transformee obtenue a I'etape c) avec 
une plante de la meme espece; 

e) selection des plantes issues du croisement de I'etape d) ayant 
conserve le transgene. 

L'homme du nnetier est capable de mettre en oeuvre de nombreux 
procedes de I'etat de la technique afin d'obtenir des plantes transfomri^es 
avec un acide nucleique du gene AtGCSI selon I'invention. 

L'homme du m6tier pourra se r§f6rer avantageusement a la 
technique d§crite par BECHTOLD et al. (1993) afin de transformer une 
plante d I'aide de la ha<A^ne Agrobacteiium tumefaciens. 

Les techniques utilisees dans d'autres types de vecteurs peuvent 
6galement §tre utilisees telles que les techniques decrites par BOUCHEZ et 
al. (1993) ou encore par HORSCH et al. (1984). 

L'homme du metier peut encore se referer a la technique decrite 
par Gomordetal. (1998). 

L'invention a en outre pour objet une plante transfomnee telle 
qu'obtenue selon l'un quelconque des procedes d'obtention decrits ci- 
dessus. 
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L' invention concerne egalement une semence de plante dont une 
partie ou la totalite des cellules constitutlves comprennent un acide 
nucieique du gene AtGCSI salon I'lnvention qui a 6t6 artificiellement ins6r6 
dans leur genome. 

5 L'Invention a encore pour objet une semence d'une plante 

transgenique telle que definie ci-avant. 

L'invention concerne aussi une cellule vegetale comprenant un 
acide nucieique du gene AtGCSI. De preference. I'acide nucieique du gene 
AtGC1 se presente sous une forme integree au g6nome de ladlte cellule 

10 vegetale. 

L'invention concerne egalement un tissu vegetal constitu6 d'un 
ensemble de cellules vegetales transformees telles que definies ci-dessus. 

Un autre objet de l'invention consists en I'utilisation d'un acide 
nucieique du gene AtGCSt selon l'invention pour I'expression in vitro ou in 
15 vivo, de preference in planta. de la glucosidase I selon l'invention ou d'un 
fragment peptidique de celle-ci. 

L'invention conceme aussi rutilisation d'un acide nucieique 
aritisens, selon l'invention pour inhiber ou pour bloquer I'expression du gene 
codant pour la glucosidase I selon l'invention. 
20 De manifere preferee, les utilisations ci-dessus sont caracterisees 

en ce qu'il s'agit d'une expression in vivo chez une plante transformee avec 
un tel acide nucieique. 

L'invention concerne aussi I'utilisation d'un acide nucieique antisens 
25 selon l'invention pour inhiber ou pour bloquer I'expression in vitro ou in vivo 
du gene codant pour la glucosidase 1 selon l'invention, et tout 
particulierement la glucpsidase 1 ayant la sequence en acides amines SEQ 
IDN'1. 

L'acide nucieique antisens ou I'acide nucieique homopurine ou 
30 homopyrimidine est pr§ferentiellement utilise pour inhiber ou bloquer 
{'expression du gene AtGCSI in vivo, dans la plante transformee avec un tel 
acide nucieique. 

La glucosidase 1 selon l'invention ayant la sequence d'acides 
amines SEQ ID N"! a une longueur de 852 acides amines. Cette proteine a 
35 un poids moleculaire calcule de 97,5 kDa. Apres analyse de la sequence, le 
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demandeur a identifie une region hydrophile contenant plusieurs arginlnes 
dont la partie N-terminale du polypeptide de sequence SEQ ID N°1, cette 
region hydrophile contenant le signal consensus de retention dans le 
reticulum endoplasmique des proteines rnembranaires de type II, dont 
5 I'extr§mit6 C-terminale se trouve dans le lumen. 

Cette region hydrophile est constituee de la region allant de I'acide 
amin6 en position I S I'acide amin6 en position 38 de la sequence en acides 
amines SEQ ID NM. 

La glucosidase I selon I'lnvention comprend aussi une region 
10 hydrophobe corespondant ^ un domaine transmembranaire, cette region 
hydrophobe allant de I'acide amin6 en position 38 Jusqu'a I'acide amine en 
position 17 de la sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

La glucosidase I selon I'invention comprend un site unique de 
fixation au glycanne localise de I'acide amine en position 598 a I'acide amine 
15 en position 606 de la sequence en acides amines SEQ ID N°1. Un site 
unique de glycosylation a egalement ete identifie, qui s'etend de I'acide 
amine en position 662 ^ I'acide amine en position 664 de la sequence en 
acides amines SEQ ID N°1 . 

De plus, la glucosidase I selon I'invention comprend une large 
20 region hydrophile, probablement localls^e dans le lumen du reticulum 
endoplasmique, s'etendant de I'acide amine en position 68 jusqu'a I'acide 
amine C-terminal en position 852 de la sequence en acides amin6s SEQ ID 
N»1. 

Comme deja rappele, le demandeur a montr§ que des mutations 
25 dans la sequence du gene AtGCSI codant pour la glucosidase I de 
sequence SEQ ID N°1 selon I'invention conduisent a I'absence d'activite 
glucosidase I dans la plante ainsi mutee et simultanement a I'expression 
d'un ph§notype de glycosylation modifiee dans les proteines produites par 
cette plante mutee. 

30 Selon un autre aspect I'invention concerne egalement un 

polypeptide code par un acide nucleique du gene AtGCSI, et de preference 
un polypeptide comprenant au moins 7 acides amines consecutifs de la 
glucosidase I de sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

De preference, un tel polypeptide comprend au moins 20, 25, 30, 

35 40, 50. 60, 70, 80. 90, 100, 150, 200. 250, 300, 350. 400. 450, 500, 600. 
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700, ou 800 acides amines consecutifs du polypeptide ATGCS1 de 
sequence en acides amines SEQ ID N"! 

^invention est §galement relative A un polypeptide comprenant les 
sequences en acides amines ayant au moins 80% d'identlte en acides 
5 amines avec la sequence du polypeptide ATGCS1 SEQ ID NM. ou & un 
fragment peptidlque de ce dernier. 

Avantageusement, fait partle de {'invention un polypeptide ayant au 
moins 60%. 80%. 85%. 90%, 95% ou 99% d'identlte en acides amines avec 
la sequence du polypeptide ATGCS1 de sequence SEQ ID N'1. ou un 
10 fragment peptidlque de ce demler. 

De maniere generate, les polypeptides selon I'lnvention se 
pr6sentent sous une forme isolee ou purifiee. 

L'invention est egalement relative a un proced6 pour la production 
du polypeptide ATGCS1 de sequence SEQ ID N'1. ou d'un fragment 

15 peptidlque de ce dernier. 

Un precede prefere pour la production du polypeptide ATGCS1 de 
sequence SEQ ID N"! les etapes suivantes consistant ^ : 

a) inserer un acide nucleique codant pour le polypeptide ATGCS1 
20 ou un fragment peptidique de ces demiers. dans un vecteur approprl6; 

b) cultlver. dans un milieu de culture appropri§, une cellule hate 
prealablement transformee ou transferee avec le vecteur recombinant de 
r^tape a); 



25 



c) recup6rerle milieu de culture conditionn6 ou Iys6 la cellule bote 
transformee, par exemple par sonication ou par choc osmotlque; 

d) s6parer et purifier ^ partir du milieu de culture ou encore a partir 
30 des lysats cellulaires obtenus a I'^tape c). ledit polypeptide; 

e) le cas echeant, caracteriser le polypeptide recombinant produit. 

Les peptides selon l'invention peuvent etre caracterises par fixation 
35 sur une colonne de chromatographie d'immunoaffinite sur laquelle les 
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anticorps diriges centre ces polypeptides oD un fragment ou un variant de 
ces derniers ont ete prealablement imnnobllis6s. 

Selon un autre aspect, un polypeptide recombinant selon I'invention 
peut §tre purifie par passage sur une colonne de chromatographie selon les 
nifethodes connues de I'homme de I'art et decrites par exemple par 
AUSUBEL F. et al. (1989) pr6cit§. 

Un polypeptide selon I'invention peut etre egalement prepare par 
les techniques classiques de synthase chimique Indifferemment en solution 
homogene ou en phase solide. 

A titre illustratif, un polypeptide selon I'invention pourra §tre prepare 
par la technique en solution homogene decrite dans HOUBEN WEYL (1974) 
ou encore la technique de synthese en phase solide decrite par 
MERRIFIELD (1965a. 1965b). 

Font egalement partie de I'invention des polypeptides dits 
" homologues " aux polypeptides ATGCS1 , ou de leurs fragments. 

De tels polypeptides homologues ont des sequences d'acides 
amines possedant une ou plusieurs substitutions d'un acide amine par un 
acide amine equivalent, par rapport au polypeptide de r6f6rence. 

On entendra par acides amines 6qulvalents selon la presente 
invention, par exemple le remplacement d'un residu sous la fomne L par un 
residu sous la forme D ou encore le remplacement d'un acide glutamique (E) 
par un acide pyro-glutamique selon des techniques bien connues de 

I'homme du metier. 

A titre illustratif, la synthese de peptides contenant au moins un 
residu sous la forme D est d§crite par KOCH et al. (1977). 

Selon un autre aspect, sont egalement consider§s comme des 
acides amines Equivalents deux acides amines appartenant a la meme 
classe, c'est-^-dire deux acides amines acides, basiques, non polaires ou 
encore polaires non charges. 

Fait egalement partie de I'invention un polypeptide comprenant des 
modifications d'acides amines de 1, 2, 3. 4, 5. 10 a 20 substitutions, 
additions ou deletions d'un acide amine par rapport a la sequence d'acides 
amines du polypeptide ATGCS1 selon I'invention. 

De preference, les polypeptides selon I'invention comprenant une 
ou plusieurs additions, deletions, substitutions d'au moins un acide amine 
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conservent leur capacite a catalyser la coupure du premier residu glucose du 
W-glycanne pr6curseur de structure (GIC3Man9GlcNAc2), qui peut etre 
aisement determin^e par I'homme du metier, par exemple en utilisant les 
techniques decrites par Sambroolc et al., (1989). 

5 Selon un autre mode preferentiei de realisation, les polypeptides 

seion I'invention comprenant une ou plusieurs additions, deletions, 
substitutions d'au moins un acide amin6 conservent leur capacite a etre 
reconnus par des anticorps diriges centre le polypeptide ATGCS1 de 
sequence SEQ ID N°1. 

10 L'invention est 6gaiement relative a un acide nucleique codant pour 

un polypeptide tel que defini ci-dessus. 

Un polypeptide derive de la proteine ATGCS1 est utile notamment 
pour la preparation d'anticorps destines a la detection de la presence de ce 
polypeptide ou encore d'un fragment peptidique de ce dernier dans un 

15 echantillon. 

Outre la detection de la presence du polypeptide ATGCS1 ou 
encore d'un fragment peptidique de ce dernier dans un 6chantillon, des 
anticorps dingus centre ces polypeptides sont utilises pour quantifier la 
synthese de glucosidase I. par exemple dans les cellules d'une plante, et 
20 determiner ainsi la capacite de cette plante d synth§tiser des glycannes 
matures au niveau des sites de glycosylation produits par les cellules de 
ladite plante. 

Des anticorps preferes selon {'invention sont les anticorps 
reconnaissant specifiqiiement la sequence d'acides amines allant de I'acide 
25 amin§ en position 1 S I'acide amin6 en position 38 ( region hydrophile N- 
terminale) de la sequence du polypeptide ATGCS1 de sequence SEQ ID 
N°1. 

Une seconde classe d'anticorps preferes selon l'invention sont les 
anticorps reconnaissant specifiquement la sequence d'acides amines allant 
30 de Tacide amine en position 39 a I'acide amine en position 67 (domaine 
transmembranaire) de la sequence du polypeptide ATGCS1 de SEQ ID N°1. 

Une troisieme classe d'anticorps preferes selon l'invention sent les 
anticorps reconnaissant specifiquement la sequence d'acides amines allant 
de I'acide amine en position 68 a I'acide amine en position 852 (region 
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hydrophile comprenant le site catalytique) du polypeptide ATGCS1 de 
sequence SEQ IDNM. 

Une quatrieme classe d'anticorps preferes selon Tinvention sont les 
anticorps reconnaissant specifiquement le site de fixation au glycanne de la 
5 prot6ine ATGCS1 , et plus particulierement ceux reconnaissant un peptide de 
sequence « ERHVDLRCW ». 

Par " anticorps " au sens de la presente invention, on entendra 
notamnnent des anticorps polyclonaux ou monoclonaux ou des fragments 
(par exemple des fragments F(ab)'2, F(ab) ou encore tout polypeptide 
10 comprenant un domaine de Tanticorps initial reconnaissant le polypeptide ou 
le fragment de polypeptide cible selon Tinvention. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre prepares a partir 
d'hybridomes selon la technique decrite par KOHLER et MILSTEIN (1975). 

La presente invention concerne egalement des anticorps diriges 
15 contre un polypeptide tel que decrit ci-dessus ou un fragment ou un variant 
de ce dernier, tel que produit dans la technique du triome ou encore la 
technique d'hybridome d6crit par KOZBOR et ai. (1983). 

Uinvention a egalement trait a des fragments d'anticorps simple 
chaTne Fv (ScFv) tels que decrits dans le brevet US N"4.946.768 ou encore 
20 par MARTINEAU et al. (1 998). 

Les anticorps selon Tinvention comprennent 6galement des 
fragments d'anticorps obtenus a I'aide de banques de phages (RIDDER et 
al.. 1995). REINMANN K.A. etaL. 1997). 

Les preparations d'anticorps selon Tinvention sont utiles dans des 
25 tests de detection Immunologiques destines a Tidentification de la presence 
et/ou de la quantite de la glucosidase I selon Tinvention ou encore d'un 
fragment peptidique de cette proteine, present dans un echantillon. 

Un anticorps selon Tinvention pourra comprendre en outre un 
marqueur detectable isotopique ou non isotopique, par exemple fluorescent, 
30 ou encore etre couple a une molecule telle que la biotine, selon des 
techniques bien connues de I'homme du metier. 

Ainsi, rinvention a en outre pour objet un precede pour detecter la 
presence d'une glucosidase 1 vegetale ou encore d'un fragment peptidique 
de Tun de ces polypeptides conformes a i'invention. dans un echantillon, 
35 ledit precede comprenant les etapes consistent a : 
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a) mettre en contact I'echantillon d tester avec un anticorps tel que 
defini ci-dessus; 

5 b) detecler le complexe antigene/anticorps fomie. 

L'invention est §galement relative § un necessaire ou kit de 
diagnostic pour la detection de la presence d'un polypeptide conforme a 
l'invention dans un echantillon, ledit necessaire comprenant: 

10 

a) un anticorps tel que defini ci-dessus; 

b) le cas §clieant, un reactif neessaire a la detection du complexe 
antig§ne/anticorps form§. 

15 L'invention est en outre illustree, sans pour autant etre limitee, par 

les figures et examples suivants. 

La figure 1 iliustre des gels d'^lectrophorese des prot6ines extraites 
des cellules de graines d'Arabidopsis thaliana de type sauvage (§cotype 
sauvage Ws) et de cellules de graines §cotype dans lesquelles le g6ne 
20 AtGCSI a 6te interrompu par I'insertion d'une sequence de I'ADN-T de 
Agrobacterium tumefaciens (M), provenant aussi de I'ecotype Ws.. 

Le gel N°1 de gauche est un gel d'§lectrophorese SDS-PAGE sur 
lequel les proteines ayant migr6 ont 6t6 color6es a I'aide du nitrate d'argent. 
Le gel n°2 a 6te incube en presence d'un anticorps anti-xylose. 
25 Le gel n'Z a et§ incub6 en presence d'un anticorps anti-fucose. 

Le gel n°4 a ete incube en presence de concanavaline A. 
Figure 2. Chromatogrammes HPAEC-PAD des N-glycannes liberes 
des graines sauvages (A) et du mutant afgcs^ (B) par traltement a I'Endo H. 
Les nombres 5 a 9 referent aux structures des N-glycans 
30 oligomannosldiques MansGlcNAc a MangGlcNAc representees dans le 
Tableau 1. 

Figure 3: Spectres de masse MALDI-TOF des N-glycannes isoles 
des graines sauvages (Fig.SA) et des graines portant le gene AtGCSI mute 
(Fig 3B). En abscisse, valeur m/z representant le rapport masse/charge. 

35 
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Exemple 1 ; Isolement de I'ADNc codant pour la glucosldase I de 
Arabidopsis thaliana 

1. Extraction d'ARN de differents tissus yegetaux 
Les ARN totaux de plantules Sgfees de 8 jours sont extralts gr§ce 
5 au kit RNeasy Plant Minikit de QUIAGEN (Allemagne). selon ie protocole 
fourni par Ie fabrlcant. Une etape de degradation de I'ADN a et6 realisee 
syst§matiquement sur la colonne d'extraction (RNase free DNase, QIAGEN, 
Allemagne), selon les instmctions du fabricant. Toutes les manipulations 
sont effectuees avec du materiel exempt de Rnase et de I'eau DEPC est 
10 utilis6e (0,1% de diethyl pyrocarbonate autoclav§ apres une agitation de 12 
heures). 

Des plantules agees de 8 jours cultivees in vitro sont prelevees et 
directement mises dans de I'azote liquide et conserves a -SCC, jusqu'a 
I'extraction. Les pipettes et Ie materiel utilise pour I'extraction des ARNs sont 

15 prealablement traites a la soude 0,4M pour detruire les eventuelles RNases. 

L'eau est traitee au DEPC (1ml de DEPC dans 11 d'eau, 
homogeneisation toute la nuit sous une Sorbonne), puis autoclav6e pour 
6liminer cet agent. Les centrifugations en colonne plus tube collecteur 
s'effectuent en centrifugeuse de type " l\/licro Centaure " (MSE, UK). 

20 Le materiel vegetal est broy§ dans I'azote liquide, dans des 

Eppendorfs steriles a I'aide d'un broyeur §lectrique. Le broyat est 
Imm6diatement plonge dans I'azote liquide apres broyage. L'extraction 
proprement dite s'effectue avec le kit " RNAeasy Plant Mini Extraction Kit 
(QIAGEN. Allemagne). Brievement. 450pl du tampon de lyse "RLT" 

25 additionne de p-mercaptoethanol (lOpl/lml) sont vortex6s avec 100 mg de 
tissus broye. 

Les stapes suivantes sont exactemeiit celles decrites dans le manuel 
du kit fournit par QUIAGEN. Le lysat, place dans une colonne et son tube 
collecteur de 2 ml, est centrifuge 2 min. 
30 Le filtrat est recuper§ et lave avec 0,5 volume d'ethanoi 96-100%. 

L'echantillon est ensuite depose sur une colonne et son tube collecteur de 2 
ml pour etre centrifuge 15 sec a 10.000 rpm, les ARNs sont retenus par la 
colonne. 350pl de tampon de lavage RW1 sont ajoutes sur cette colonne 
pour laver les ARNs par une centrifugation de 15sec a 10.000 rpm. Un 
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traitement a la DNase est ensuite effectue (10pl de Dnase et 70pl de 
tampon, qiagen) pendant 15min S temperature amblante. Du tampon de 
lavage RW1 (350|jl) est de nouveau applique pour terminer le lavage. La 
colon ne est ensuite installee dans un nouveau tube collecteur.de 2ml et 
5 deux lavages successifs sont effectues avec 500pl du tampon de lavage 
RPE addltionnS d'6thanol. Pour finir, les ARNs sont elu6s de la colonne par 
30 a 50|j| d'eau traitee au DEPC apres une centrifugation 1min a lO.OOOrpm. 
Les ARNs sont conserve a -80°C. 

10 2. PGR Inverse (Reverse Transcriptase-PCR) 

Les ADNc. simples brins, ainsi que les produits d'amplifications sont 
obtenus avec le systeme " Enhanced avian RT-PCR kit " (SIGMA, USA). 
La retrotranscription a lieu dans les conditions suivantes : 
15 - 10pl de rextraction d'ARN 

- 1pl d'un melange de deoxy nucleotides 
1pl d'oligonucleotide dT 

-4,5plH20(qsp16.5Ml) 

pendant 10min a TO^'C, pour denaturer les ARNs, y sont ensuite 
20 ajoutes : 

" 2pl de tampon 10X AMV-RT 

• 1pl de Tenzyme Enhancer avian RT 

- 0,5pl d'inhibiteur de Rnase 

Le melange est incube 15min S 25*'C pour permettre I'hybridation de 
25 roligonucleotide dT, et ensuite la retrotranscription se fait pendant 50min a 
42'*C. Les ADNc synthetises sont ensuite amplifies par PGR. 

La reaction de PGR a ete menee sur un thennocycleur (MJ Research 
PTC100 -96, Prolabo, France), dans des tubes de 0,2 ml (Prolabo, France) 
30 contenant le melange suivant : 

- 2iil /20(al du produit de la RT 

- 5U d'ehzyme PfuTurbo'^'^ADH Polymerase (Stratagene, USA) 

- 10|il tampon 10x de la Pfu 

- 4|il dNTP 5mM (GIBCO BRL, Ecosse) 

35 - 2^1 de chaque oligonucleotide 10|iM (GENSET, France). 
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qsp 100^IH2O 

Des oligonucleotides specifiques de AtGCSI ont et6 choisi pour 
amplifier la sequence codante. II s'agit de "ATG" 
(5'ATGACCGGAGCTAGCCGTCG) et "^FO" 

5 (5'AAGTTTCGTTCCGGAAGAGG), se situant respectivement sur I'ATG 
putatif et a 30 pb en aval du stop putatif de T1F15.4. 

La reaction a et§ effectu6e dans les condHions suivantes : 

10 1 6tape de d6naturation initiate S 94"C pendant 3 min 

puis 35 cycles, chaque cycles 6tant compose des etapes suivantes : 

- QA'C : 30 sec 

- SO'C : 1 min 

- 72°C : 3 min 

15 . une etape elongation S 72°C pendant 1 0 min 

EXEMPLE 2: Identification du gene AtGCSI 

L'identification du gene interrompu atgcsl a ete realisee par I'isolement 
des bordures genomiques de I'ADN-T provenant de I'ecotype de A. 
20 thalmiana atgcsl (mutant d'Insertion). par la teclinique de « marche par 
PGR » (walk-PCT) decrite par Devic et al. (1997). 

Les sequences des fragments d'ADN ainsi clones ont 6te compares 
a celles contenues dans les bases de donn§es. Ces sequences presentent 
une similarite tres forte avec la s6quence du bac T1F15 issue de la banque 
25 d'ADN d'Arabidopsis thaliana TAMU et repertoriee dans la base de donnees 
Gen Bank sous la reference AC004393. 

L'insert d' ADH d'Arabidopsis thaliana contenu dans le bac T1F15 
est une portion du chromosome 1 et a ete cartographie comme se situant 
entre les positions cM98 et cM99 du chromosome 1, c'est-a-dire sur une 
30 region du chromosome 1 a I'extremite opposee du centromere. 

Une seconds similarite assez forte d'environ 66% d'identite en 
nucleotides a egalement ete identifiee avec l'insert d'ADN d'Arabidopsis 
thaliana contenu dans le BAC F3I6 de la banque IGF. L'insert du bac F316 a 
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§galement ete cartographie sur le chromosome 1, entre les positions cM30 
et cM40. 

La structure exacte introns/exons du gene Atgcsl a pu etre 6tab!ie 
par alignement de la sequence de I'ADNc avec celle du clone g6nomique 

5 repertori§ dans la base de donnees Gen Barik sous la reference AC004393. 
Des differences sont a noter par rapport a la sequence codante predite du 
g6ne T1F15.4 dans les bases de donn6es. Le g§ne Atgcsl presente en fait 
22 exons et 21 introns. Les exons n°4 et 16 ont ete ajoutes et les exons n'S, 
6, 15 et 17 raccourcis par rapport aux predictions de la base. Les sites 

10 d'epissages AG en fin d'intron et GT au debut sont S chaque fois retrouves, 
sauf pour le neuvieme intron qui commence par GC. II existe egalement 
quelques differences ponctuelles. Elles peuvent etre dues a la difference 
d'ecotypes utilises pour realiser la banque BAG (Columbia) et ou pour 
amplifier I'ADNc (Wassilevskija). 

15 

Exemple 3: Analyse de la structure de la qlucosidase I de 
ArabidoDsis thaliana codee par le dene AtGCSI. 

1. Similarites de sequences avec d'autres glucosldases reelles 
ou putatives. 

20 La proteine AtGCSI a une taille de 852 acides amines et une masse 
moleculaire estimee de 97,5 KDa. Ceci correspond bien aux donnees de la 
bibliographie, les glucosidases I purifiees jusqu'a maintenant ayant une 
masse moleculaire comprise entre 85 et 95 kDa. (Pukazhenthi et ai. 1993) 
A partir de cette nouvelle sequence proteique, les recherches sur les bases 

25 de donnees ont ete approfondies. Le tableau ci-dessous pr6sente la 
similarity entre les proteines AtGCSI et les glucosidases I deja 
caracterisees. 
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AtGCSI 
identifi§ 


AtGCSI 
similarity 


Hnmrnp ^activite 

montree) 


38 


54 


Souris . (gene 
clone) 


38 


55 




38 


55 


C.elegans 
(putative) 


36 


53 


S.pombe (putative) 


31 


45 



Les pourcentages d'identite (38 %) et de similarite (54 %) obtenus 
entre la sequence d' AtGCSI et la proteine humaine sont insuffisants pour 
5 conclure a Tactivite glucosidase I de AtGCSI. Les pourcentages d'identite et 
de similarite ont ete obtenus a I'aide du logiciel DNA STRIDER™ 1.3, 

2. Comparaison avec des fragments peptidiqiies d'une 
glucosidase I vegetale purifiee 

10 La glucosidase I de plantules de haricot {Vigna radiate, Zeng et 

Albein, 1998), a ete purifi6e et le sequengage de quatre peptides a ete 
effectue. Les sequences de ces quatre peptides s'alignent sur la sequence 
proteique de ATGCS1 et de la glucosidase I de I'homme. 



peptide 1 NYQQSGFLWEQYDQIK 
ATGCS1 810 NYYETGYIWEQYDQVK 
HOMME 800 QYQATGFLWEQYSDRD 


peptides DFG.QVLVDIGM 
ATGCSI 168 DYGRQELVENDM 
HOMI\/IE 155 SFGRQHIQDGAL 


peptide 2 SLLWTNYGLR 
ATGCSI 741 SILWSDYGLV 
HOMME 719 RHLWSPFGLR 


peptide4 EDIGDWQLRFK 
ATGCS1 253 EDVGDWQIHLK 
HOMME 178 QHGGDWSWRVT 
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Le peptide 1 identifie chez le haricot permet de retrouver dans les 
banques de donn^es la sequence homologue chez Arabidopsis. Cependant 
ces donnees seules ne suffisent pas pour d§montrer que le g§ne ainsi 
identifie (T1F15.4) code pour I'homplogue fonctionnel de la glucosidase \ de 
haricot. Cette donnee est du menne niveau que les indications des bases de 
donnees sur T1F15.4 (gene putafrf), qui par ailleurs ne permettent pas 
d'obtenir la sequence codante vraie. 

3. Motif de retention dans le reticulum endoplasmlque 

La glucosidase I est une proteine membranaire de type II 
(I'extremite C-terminale se trouve dans le lumen), et devrait posseder, 
comme les proteines situees dans le lumen, un signal consensus de 
retention dans le RE du type : deux arginines dans les premiers AA en N- 
Temi (Shutze a/., 1994). La sequence proteique N-terminale (MTGASRR), 
presente deux arginines dans les premiers acides amines, (pour I'homme, la 
sequence commence par : MARGER). 

4. Profil d'hydrophobicite 

Une zone hydrophile s'itend des r^sidus 1 a 38, ce qui pbun^it 
correspondre au domaine cytoplasmique de la prot6ine humaine (1 a 39). 
Ensuite un domaine hydrohobe s'etend jusqu'a I'aa 67, ce qui correspond au 
domaine transmembranaire de la proteine humalne (39 h 5). Le reste de la 
prot§ine est plut6t hydrophile, c'est la partie se trouvant probablement dans 
le lumen. 

5. Site de N-glycosylation 

Les glucosidases I caract§ris§es au niveau biochimique pr6sentent 
toutes un site unique de N-glycosylation, que Ton retrouve en position 
equivalente dans la proteine humaine (NHT 657-659), et dans la proteine 
&Arabidopsis (NHT 662-664). 

6. Site de fixation au substrat 

Le site de fixation au glycanne a ete d§crit dans la proteine 
humaine comme §tant le peptide ERHLDLRCW (Romaniouk et Vijay, 1997). 
Ce peptide se situe en position 594. Dans la proteine ATGCS1, on trouve un 
peptide simitaire (ERHVDLRCW) en position 598. 
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EXEMPLE 4: Analyse cvtoloqique sur les tissus et les grain es des 
plantes d'ArabidoDsis thaliana dont le gene AtGCSI est interrompu par 
I'ADN-T de Aarobacterium tumefaciens. 

5 . ■ . 

Des observations prdliminaires ont montr6 que, jusqu'au stade 
coeur de I'embryon, on ne peut pas observer de differences phenotypiques 
entre les graines. Puis les embryons sauvages et li6t§rozygotes (qui sont 
identiques) se diff6rencient et continuant leur d6veloppement, alors que la 
10 plante homozygote pour la mutation sur le gfene Atgcsl reste au stade coeur 
et augmente de volume. La plante mut§e ne se differencie absolument pas, 
son hypocotyle est tres reduit, ses cotyledons et sa racine ne sont pas 
allonges. Les coupes realisees au cours du developpement de I'embryon 
Chez la plante mutante montrent que I'albumen se cellularise normalement. 
15 Les cellules paraissent plus grosses et moins nombreuses que celles de la 
plante sauvage d'un age identique. surtout au niveau de la couche la plus 
externe, le protoderme. Chez I'embryon homozygote mature, on peut 
distinguer des faisqeaux vasculaires dans Thypocotyle reduit et un pistit 
meristeme apical. L'epidenne est trfes alt6r§, les cellules sont 6normes et 
20 presentent des espaces " vides La radicule semble tres peu developpee, 
elle n'est absolument pas differenciee. 

Une approche en microscopie 6lectronique transmission a pemnis 
de mieux visualiser la d6sorganisation des cellules du mutant homozygote. 
Les obsen/ations ont ete effectuees dans les cotyl6dons et dans le 
25 protodemie. Les corps proteiques, chez la plante sauvage, non mut6e ont 
des structures organlsees, circulaires et pr6sentant des zones peu denses. 
On peut en visualiser de 2 a 5 par cellules. Les corps lipidiques remplissent 
toute la cellule, un noyau peut §tre obsen/6 dans cheque cellule. Chez la 
plante mutante, les corps lipidiques ne sont pas alteres, ils sont presents en 
30 grand nombre et remplissent la quasi-totalite de la cellule. Les corps 
proteiques. par contre. sont alteres. lis ne sont pas presents dans toutes les 
cellules, et lorsqu'on peut en obsen/er un, il n'est pas circulaire et entoure 
gen6ralement une vacuole. Dans chaque cellule se trouvent une ou 
plusieurs vacuoles, au contenu plus ou moins dense, ce qui ne s'observe 
35 jamais chez la plante non mutee sauvage. 
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EXEMPLE 5: Analyse biochimique: mise en evidence de Tabsence 
d'activite qlucosidase 1 dans les graines de ia plante mutee sur ie gene 

AtQCSl, 

5 5,1. Materiels et Methodes. 

Les methodes utilisees sont d6crites dans Fichette-Lain6 et aL, (1998) 
Methods in Biotechnology 3 :271-290. 

10 Electrophorese des proteines 

L'extraction et Ie transfert des proteines du gel d 'electrophorese sur 
une membrane de n'rtrocellulose (Schleicher & Schuell, BA 85, 0,45 pm) est 
effectue selon la technique decrite par Towbin et al. (1979, Proc. Natl. Acad. 

15 Sci. USA, 76: 4350-4354). Pendant Telectrophorese, Ie materiel utilise pour 
Ie transfert (membrane de nitrocellulose, papier Whatmann 3 MM, scotch 
brite) est equilibre 15 a 30 min dans Ie tampon de transfert (Tris 25 mM; 
glycine 120 mM ; methanol 10%). A la fin de Telectrophorese, la cassette de 
transfert est disposee dans une cuve de transfert contenant 600 ml du 

20 tampon decrit ci-dessus. Un transfert satisfalsant des proteines du gel 
d'electrophorese sur la membrane de nitrocellulose est obtenu en 2 h sous 
un champ electrophoretique de 10 V.cm"\ Un controle d'efficacite du 
transfert est realise par une coloration reversible de la membrane de 
nitrocellulose au rouge Ponceau S (1% (p/v) dans TCA 3%). La decoloration 

25 de la membrane de nitrocellulose apres Ie traitement au rouge Ponceau S 
est obtenue apres ringage avec un tampon TBS (NaCI 500 mM; Tris-HCI 20 
mM. pH 7,4). Toutes ces etapes de traitement de la membrane de 
nitrocellulose, appelee empreinte apres Ie transfert, sont effeictuees sous 
agitation douce S temperature ambiante. 

30 

immunodetection 

Une fois la membrane equilibree dans Ie TBS. les sites de couplage 
de la nitrocellulose encore disponibles apres Ie transfert des proteines sont 
35 satures par une incubation d'une heure dans une solution de saturation 
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(gelatine 3% dissoute dans le tampon TBS). Apres saturation de la 
membrane, rimmunodetection des proteines est realisee. L'empreinte * est 
incubee pendant 90 min en presence d'un immunserum polyclonal de lapin 
dilue au 1/1000^'"® dans une solution de gelatine a 1% (p/v) dans le tampon 

5 TBS. Apres cette incubation, les anticorps non fixes sont elimin6s par une 
serie de 4 lavages de 15 min dans du tampon TTBS (Tampon TBS + 0.1% 
Tween 20). Uempreinte est ensuite soumise a une incubation en presence 
d'un second anticorps couple a la peroxydase de raifort (IgG de chevre, anti- 
IgG de lapin, coupl§e a la peroxydase de raifort, Bio-Rad). Ce second 

10 anticorps est dilue au 1/3000^""® dans une solution de gelatine a 1% (p/v) 
dans le tampon TBS pendant 90 min. L'excfes de second anticorps conjugue 
est elimine par 4 lavages de 15 min dans du tampon TTBS. Le Tween 20 est 
elimine a la fin du traitement par un lavage de 15 min de I'empreinte dans le 
tampon TBS. Les proteines reconnues par les immunoglobulines IgG de 

15 lapin sont revelees par incubation de la membrane dans un melange 
contenant 30 mg de 4-chloro-1-naphtol (HRP color reagent, Bio-Rad) 
dissous dans 10 mL de methanol et additionne de 50 ml de tampon TBS 
contenant 30 pL de H2Q2 30%. 

20 

Affinodetection des proteines sur membrane par la concanavaline A. 

La concanavaline A (ConA) est une lectine de graine de legumineuse 
Canavalia ensiformis qui reconnaTt specifiquement les residus mannoses p- 

25 liis des glycannes oligomannosidiques associes aux proteines et egalement 
la peroxidase. Une fbis la membrane equilibree dans le TBS, les sites de 
couplage de la nitrocellulose encore disponibles apres le transfert sont 
satur6s par une incubation d'une heure minimum dans du tampon TTBS. La 
membrane est alors incubee pendant 90 min dans du tampon TTBS 

30 additionne de sels (CaCb 1 mM; MgCl2 1 mM) permettant I'activation de la 
lectine et contenant 25 iig.mL'^ de ConA (Sigma). Apres cette incubation, la 
membrane est lavee par 4 bains de 15 min dans du TTBS complemente en 
sels, afin d'eliminer la ConA non fixee ou fixee sur des sites non specifiques. 
La membrane est ensuite incubee pendant 60 min dans du TTBS 

35 complemente en sels en presence de 50 ^ig.mL'^ de peroxydase de raifort. 
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Uexces de peroxydase est elimine par 4 lavages successifs de 15 min dans 
du TTBS complemente en sels. Un lavage de rempreinte dans du tampon 
TBS additionne de sels permet relimination du Tween 20. La revelation de 
Tactivite peroxidase est realisee comme decrit pour rimmuno§tection. 

5 

5,2, Resultats 

L'anaiyse de la N-glycosylation des proteines des graines 
homozygotes a et§ realisee et les resultats obtenus sont present^s S la 
figure! 

10 La detection des precurseurs: les N-glycannes, a ete realisee par la 

concanavaiine A: c'est une lectine qui se lie sp6cifiquement aux glycannes 
non matures. De nombreuses bandes supplementalres apparaissent chez le 
mutant, II y a done une forte accumulation des precurseurs. La detection des 
oligosaccharides complexes est realisee a Taide d'anticorps anti-xylose et 

15 anti-fucose; toutes les bandes disparaissent chez le mutant, il n'y a aucun A/- 
glycanne compiexe. La plantee mutee est done bien affectee dans la 
maturation des A/-glycannes, au niveau de la glucosidase 1 

Les resultats ci-dessus illustrent bien que le vnuiant Atgcsl est 
incapable de catalyser la reaction d'addition d'un residu xylose en position p 

20 1-2 ou d'un residu fucose en position a 1-3 sur les glycannes des 
glycoproteines qu'il produit. 

De plus, le profil des glycoprot6ines presentant les glycannes de 
type oligomannosidique (empreinte 4) estfortement modifie chez le mutant. 

25 Exemple 6 : Analyse des glycannes fixes sur les proteines 
synthetisees chez des plantes mutees sur le gene AtGCSI. 

6.1 Materiels et Methodes 

Preparation des N-glycannes a partir des graines d'Arabidopsis 
30 tfjaliana : 

Des extraits proteiques bruts ont ete obtenus par broyage de 
lOOmg de graines 6' A. thaliana dans 10 mL de tampon 50 mM Hepes, pH 
7,5 contenant 2 mM de bisulfite de sodium et 0,1 % de SDS. Le materiel 
insoluble a ete elimine par centrifugation puis les proteines ont ete 
35 precipitees par addition de deux volumes d'ethanol a -20°C. Le culot a 
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ensuite ete chauffe pendant 3 min dans 2 mL de tampon Tris HCI 50 mM pH 
7,5 contenant 0,1 % de SDS. Apres refroidissement de la solution. 0,1 U 
d'Endo H a §te ajoute et la solution a ete incubee pendant 18 h a 37°C. Les 
N-glycannes ont §te ensuite purifies par.elutions successives sur colonnes 
5 C18 (Bond Elut), d'AG 50W-X2 et de carbograph comme decrit 
precedemment dans la litterature (Bardoref a/., 1999). 

Chromatographie HPAE-PAD 

Les chromatographies HPAE-PAD ont ete realisees sur un appareil 
Dionex DX500 equipe d'un systeme de pompage GP50, d'un detecteur 
10 ED40 et d'une colonne Carbopac PA1 (4,6x250 mm). Les N-glycannes ont 
ete elues au moyen d'un gradient lineaire de 60 min allant de 0 a 200 mM 
d'acetate de sodium dans de la soude 1 00 mM. 

Spectrometrie de masse MALDI-TOF 

15 Les spectre de masse MALDI-TOF ont ete enregistres sur un 

appareil Micromass Tof spec E. Les spectres ont ete realises en mode positif 
et reflectron avec un voltage d*acceleration de 20 kV, une pression de lO"'^ 
mbars dans la source et de 10^ mbars dans Tanalyseur. Le laser a azote a 
§te regie d 337 nm avec une duree d'impulsion de 4 ns. L'appareil a ete 

20 calibre avec la substance P (1347,7 Da) et I'homione adrenocorticotropique 
humaine (2465,2 Da). La solution contenant Techantillon a ete preparee a 
une concentration approximative de 10 pmole.pL'^ dans Teau. Deux pL de 
cette solution ont ete dissous dans le meme volume d'une solution de 
matrice obtenue par dissolution de 2 mg d'acide 5, 5-dihydroxybenzoTque 

25 dans 200 [iL d'acetonitrile a 70% contenant 0,1 % de TFA. Le melange 
echantillon matrice a ensuite ete homogeneise puis depose sur la cible et 
seche sous vide. 

Abreviations : Endo H, endoglycosidase F/ HPAEC-PAD, High pH Anion 
30 Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection/ MALDI- 
TOF, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight/ 
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6.2Resultats 

Les N-glycannes ont ete liberes des extraits proteiques de graines 
par traitement a I'Endo H. Cette endoglycosidase clive spScifiquement la 
5 liaison glycosidique entre les deux GlcNAc de I'unit6 chitobiose des N- 
glycannes oligomannosidiques. Le profil chromatographique HPAE-PAD des 
N-glycannes libferes des graines sauvages (Figure 2A) presente six pics 
majeurs. Ces pics ont et§ attribu6s aux structures MansGlcNAc a 
MangGlcNAc (voir Tableau I) par comparaison de leurs temps de r6tention 
10 avec des structures standards comme pr§cedemment decrit dans la 
Iitt6rature (Rayon ef a/.. 1996). Ces structures oligomannosidiques ont 6te 
pr6c6demment caracterisees a partir de plantes d'Arabidopsis sauvages par 
Rayon ef a/. (1999). Les structures de ces composes ont pu etre confirmees 
par analyse en spectrometrie de masse MALDI-TOF (Figure 3A). Le spectre 
15 presente cinq ions (M+Na*) a m/z= 1054. 1216, 1378. 1540 et 1702 
correspondant aux masses attendues pour les adduits sodiques des 
oligosaccharides MansGlcNAc to MangGlcNAc. 

Les N-glycannes associes aux proteines des graines mutantes ont 
6te analyses selon le m§me principe § partir du melange de graines 
20 homozygotes et heterozygotes. Le profil HPAE-PAD (Figure 2B) montre un 
ensemble de pics entre 16 et 22 min, analogues a ceux d6tect6s a partir des 
graines sauvages (Figure 2A). Ces pics ont ete attribues aux N-glycannes 
oligomannosidiques MansGlcNAc a MansGlcNAc. En addition des ces 
structures, un pic a 29 mIn a 6t§ d6tect§. La nature du ou des 
25 oligosaccharide(s) contenu(s) dans ce pic a d'abord ete etudiee par 
comparaison de son temps de retention en HPAE-PAD avec des composes 
de structures connues. l! a et§ etabli (non illustr§) que le pic 6lu6 29 min 
pr6sente le m§me temps de retention que la structure GlcsManyGlcNAc 
(Tableau I) isol6e au laboratoire lors d'une precedente 6tude sur I'effet de la 
30 castanospermine, inhibiteur de I'a-glucosidase I, sur la maturation des N- 
glycannes dans des cultures cellulaires de sycomore (Lerouge ef a/., 1996). 
Le spectre MALDI-TOF des N-glycannes Isoles des graines mutantes 
(Figure 3B) montre egalement la presence de structures supplementaires a 
celles identifiees a partir des graines sauvages. En addition des ions 
35 (M+Na*) a m/z= 1054. 1216, 1378, 1540 et 1702 correspondant aux especes 
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MansGlcNAc a MangGlcNAc. deux ions a m/z= 1864 et 2026 ont ete 
detectes. Ces ions molecuiaires correspondent a des structures ayant un et 
deux hexoses supplennentaires. Afin de confirmer que ces deux ions sont 
attribuables au pic supplementaire observ§ dans le profil presente dans la 

5 figure 2B, ce pic a §t6 collecte, desall6 sur colonne carbograph (Parker et 
a/., 1998) puis analyse en spectrometrie MALDI-TOF. Seuls les ions a m/z= 
1864 et 2026 ont 6te detectes confirmant ainsi que le pic chromatographique 
a 29 min (Figure 2B) resulte de la co6lutlon de deux oligosaccharides 
constitues d'un residu N-acetylglucosamine et de respectivement dix et onze 

10 r6sidus hexose. Ces donn§es nous permettent de proposer que chez les 
graines mutantes, deux oligosaccharides, non observes dans les graines 
sauvages, soient accumules et presentent les stmctures GlcsManyGlcNAc et 
GlcaManeGlcNAc (Tableau I). La premiere structure a precedemment ete 
caracterisee a partir de cellules de sycomore apres traitement par la 

15 castanospermine (Lerouge et ai, 1996), la seconde structure porta un residu 
mannose supplementaire resultant probablement de Taction partielle de I'a- 
mannosidase I au niveau de I'appareil de Golgi. 
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(Manai-2)Manai^^ 

(Man«1.2)ManCCi''2 Man Pi- 4GlcNAc 

(Man ai-2Man <^l-2)Man 

MansGlcNAc to MangGlcNAc 

Man«lx 
6 

ManPl-4GlcNAc 

Glc ai-2Glc «l-3GIc ^1 JMan ai-2Man «^l-2Man «1 

GICsManyGicNAc 



Manai-2Man «1\ 

Man«l\ 
/ 6 



ManPl-IGlcNAc 
3 



GlcCtl-2Glc ai-3GIc o^l-SMan ai-2Man ai-2Man ^ 

GicsMansGlcNAc 



Tableau 1: Structures et designations des oligosaccharides 
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REVENDICATIONS 

1. Acide nucleique comprenant au moins 20 nucleotides 
consecutifs d'un polynucleotide codant pour une glucosidase de type I de 
sequence en acides amines SEQ ID N*1, ou un acide nucleique de 
sequence complementaire. 

2. Acide nucl§ique selon la revendication 1, comprenant au moins 
20 nucleotides consecutifs de la s6quence nucl6otidique SEQ ID N'2, ou un 
acide nucleique de s6quence complementaire. 

3. Acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
s'agit de la sequence nucleotidique SEQ ID N^2 ou de Tacide nucleique de 
sequence complementaire. 

4. Acide nucleique possedant au moins 80% d'identlte en 
nucleotide avec un acide nucleique selon I'une des revendications 1 a 3. 

5. Acide nucleique hybridant, dans des conditions d^hybridation de 
forte stringence, avec un acide nucleique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3. 

6. Acide nucleique selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
s'agit d*une sonde oligonucleotidique. 

7. Acide nucleique selon ia revendication 5, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une amorce oligonucleotidique. 

8. Acide nucleique selon la revendication 5. caracterise en ce qu'il 
est choisl parmi les polynucleotides de sequences SEQ ID N'^S a SEQ ID 
N"15. 

9. Sequence nucleotidique antisens comprenant au moins 20 
nucleotides consecutifs d'un acide nucleique selon Tune quelconque des 
revendications 1 § 8, . 

10. Vecteur recombinant, caracterise en ce qu'il comprend un acide 
nucleique selon Tune des revendications 1 a 5. 

11. Vecteur recombinant selon la revendication 10, caracterise en 
ce qu'il est un vecteur d'expression fonctionnel dans une cellule bote 
vegetale. 

12. Vecteur recombinant selon I'une des revendications 9 et 10, 
caracterise en ce qu'il est un vecteur d'origine fongique. bacterienne ou 
virale. 
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13. Cellule bote transformee avec un acide nucleique salon Tune 
des revendications 1 a 5 et 9 ou avec un vecteur recombinant selon Tune 
des revendications 10 a 12. 

14. Cellule hote transfomnee selon la reyendication 13. caracterisee 
5 en ce qu'il s'agit d'une cellule d'origine procaryote ou eucaryote. 

15. Cellule hote transformee selon la revendication 13, caracterisee 
en ce qu'il s'agit d'une cellule d'Agrobacterium tumefaciens. 

16. Cellule hote transfomnee selon la revendication 13, caracterisee 
en ce qu'il s'aglt d'une cellule vegetaie. 

10 17. Organisme multicellulaire vegetal recombinant, caracterise en 

ce qu'il comprend au moins une cellule hote transformee selon Tune des 
revendications 13 a 16. 

18. Plante transformee avec un acide nucleique selon Tune des 
revendications 1 a 5 et 9 ou un vecteur recombinant selon Tune des 

15 revendications 10 a 12. 

19. Plante transformee comprenant. sous une forme integree dans 
son genome, un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 5 et 9 ou 
un vecteur recombinant selon Fune des revendications 10 a . 12. 

20. Precede d'obtention d'une plante transfonnee, caracterise en ce 
20 qu'il comprend les etapes suivantes; 

a) obtention d'une cellule h6te transfomi§e vegetaie selon Tune des 
revendications 13 ou 16; 

b) regeneration d'une plante entiere a partir de la cellule h6te 
transformee obtenue a Tetape a); 

25 c) selection des plantes obtenues d Tetape b) ayant integre un 

polynucleotide d'interet choisi pamii les acides nucleiques selon Tune des 
revendications 1 a 5 et 9. 

21 . Precede d'obtention d'une plante transformee. caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes: 

30 a) obtention d'une cellule hote d'Agrobacterium tumefaciens 

transformee selon la revendication 15; 

b) transformation de la plante par infection avec des cellules 
d'Agrobactium tumefaciens obtenues a I'etape a); 

c) selection des plantes ayant integre un polynucleotide d'interet 
35 choisi parmi les acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 5 et 9. 



wo 01/81591 



57 



PCT/FROl/01266 



22. Procede d'obtention d'une plante transformee. caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes consistant a: 

a) transformer une cellule de plante avec un acide nucleique selon 
Tune des revendications 1 a 5 et 7 ou un vecteur recombinant selon Tune 

5 des revendications 10 a 12; 

b) regenerer une plante entiere a partir des cellules de plantes 
recombinantes obtenues S Tetape a); 

c) selectionner les plantes ayant integre Tacide nucleique selon 
Tune des revendications 1 a 5 et 9 ou le vecteur recombinant selon Tune des 

10 revendications 10 a 12. 

23. Procede d'obtention d'une plante transformee selon Tune des 
revendications 20 a 22, caracterise en ce qu'il comporte en outre les etapes 
de : 

d) croisement entre elles de deux plantes transformees telles 
15 qu'obtenues a Tetape c); 

e) selection des plantes heterozygotes pour Tacide nucleique 

dinteret. 

24. Procede d'obtention d'une plante transformee selon Tune des 
revendications 20 a 22. caracterise en ce qu'il comprend en outre les etapes 

20 de : 

d) croisement d'une plante transformSe obtenue a Tetape c) avec 
une plante de la m§me espece; 

e) selection des plantes issues du croisement de Tetape d) ayant 
conserve Tacide nucleique d'interet 

25 25. Plante transformee telle qu'obtenue selon Tune quelconque des 

revendications 20 a 24. 

26. Semence d'une plante transformee selon Tune quelconque des 
revendications 18, 19 et25. 

27. Semence de plante dont une partie ou la totalite des cellules 
30 constitutives comprennent un acide nucl6ique selon Tune des revendications 

1 a 5 et 9. 

28. Utilisation d'un acide nucleique selon Tune des revendications 1 
a 5 pour ['expression in vitro ou in vivo d'une glucosidase I vegetale. 
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29. Utilisation selon la revendication 28, caracterisee en ce qu'elle 
implique une expression in vivo chez une piante transformee avec un tel 
acide nucleique. 

30. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon la revendication 
5 9, ou d'un vecteur recombinant comprenant une sequence nucleotidique 

selon la revendication 9, pour inhiber ou pour bloquer Texpression du gene 
codant pour la glucosidase I d'Arabidopsis thaliana. 

31. Precede de detection d'un acide nucleique constitutif de TARN 
messager. de TADNc ou de TADN genomique du gfene de la glucosidase 1 

10 dArabidopsis thaliana dans un §chantillon, comprenant les §tapes 
consistent a: 

a) mettre en contact une sonde ou une pluralite de sondes selon la 
revendication 6 avec Tacide nucleique susceptible d'etre contenu dans 
Techantillon; 

15 b) detecter Thybride eventuellement forme entre I'acide nucleique 

de Techantillon et Ig ou les sondes. 

32. Kit ou necessaire de detection d'un acide nucleique constitutif 
de TARN messager, de I'ADNc ou de TADN genomique du gene de la 
glucosidase 1 dArabidopsis thaliana dans un echantillon, comprenant: 

20 a) une sonde ou une pluralite de sondes selon la revendication 6; 

b) le cas ech§ant, les reactifs necessaires a la reaction 
d'hybridation. 

33. Proc6de pour amplifier un acide nucleique constitutif de TARN 
messager, de I'ADNc ou de TADN genomique du gene de la glucosidase 1 

25 6'Arabidopsis thaliana dans un echantillon, comprenant les etapes 
consistent a : 

a) mettre en. contact un couple d'amorces selon Tune des 
revendications 7 et 8 avec I'acide nucleique susceptible d'etre contenu dans 
Techantillon; 

30 b) realiser au moins un cycle d'amplification de I'acide nucleique 

contenu dans I'echantillon; 

c) detecter I'acide nucleique eventuellement amplifie. 

34. Kit ou necessaire pour I'amplification d'un acide nucleique 
constitutif de TARN messager, de I'ADNc ou de I'ADN genomique du gene 

35 de la glucosidase 1 6*Arabidopsis thaliana dans un echantillon, comprenant: 



wo 01/81591 



PCT/rROl/01266 



59 

a) un couple d'amorces selon Tune des revendications 7 ou 8; 

b) le cas echeant, les r6actifs necessaires h la realisation de la 
reaction d'amplification. 

35. Polypeptide code par un acide nucleique selon Tune 
5 quelconque des revendications 1 5. 

36. Polypeptide selon la revendication 35, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence en acldes amines SEQ ID N°1 ou un polypeptide 
ayant au moins 80% d'identite en acides amines avec la sequence SEQ ID 
NM, ou un fragment peptidique de ce polypeptide. 

10 37. Polypeptide comprenant des modifications d'acides amines de 

1. 2 , 3, 4 , 5, 10 a 20 substitutions, additions ou deletions d'au moins un 
acide amine par rapport a la sequence d'acldes amines d'un polypeptide 
selon Tune des revendications 35 ou 36. 

38. Polypeptide comprenant au moins 7 acides amines consecutifs 
15 d'un polypeptide selon Tune des revendications 35 a 37. 

39. Acide nucleique codant pour un polypeptide selon Tune des 
revendications 35 a 38. 

40. Anticorps dirige centre un polypeptide selon j'une des 
revendications 35 a 38. 

20 41. Precede pour detecter la presence d'un polypeptide selon Tune 

des revendications 35 a 38 dans un echantillon, comprenant les etapes 
consistant S : 

a) mettre en contact rechantillon avec un anticorps selon la 
revendication 40; 

25 b) detecter le complexe antigene/anticorps 6ventuellement form6. 

42. Kit ou necessaire de diagnostic pour la detection de la presence 
d'un polypeptide selon Tune des revendications 35 a 38 dans un echantillon, 
caracterise en ce qu1l comprend: 

a) un anticorps selon la revendication 40; 
30 b) le cas echeant, un reactif necessaire a la detection du complexe 

antigene/anticorps eventuellement forme. 

43. Kit ou necessaire de diagnostic pour la detection de la presence 
d'un polypeptide selon Tune des revendications 35 a 38 dans un echantillon, 
caracterise en ce qu'il comprend: 

35 a) un anticorps selon la revendication 40; 
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b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la detection des 
complexes antigene/anticorps eventuellement fomn6s. 

44, Proteine a glycosylation modifiee, caracterisee en ce qu'elle est 
produite par une plante transformee selon Tune des revendications 18, 19 et 

5 25. ou par une cellule bote transfomiee selon Tune des revendications 13 zr 
16. 

45. Proteine S glycosylation modifiee, caracterisee en ce qu'elle est 
contenue dans une semenice de plante transfomriee selon Tune des 
revendications 26 ou 27. 

[0 46. Prot6ine S glycosylation modifiee selon Tune des revendications 

44 et 45. caract6ris6e en ce qu'elle est une proteine recombinante. 

47. Proteine a glycosylation modifiee selon la revendication 46, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'un antigene ou d'un immunogene. 



15 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Institut National de la Recherche Agronomique (I.N.R.A,) 
<ll6> Centre National de la Recherche Scientifique (C.N.R.S.) 

<120> Nouvelle glucosidase I de plante, son application a la 
production de proteines recombinantes a glycosylation 
modifiee 

<130> INRA Glucosidase 1 de A. thaliana 

<140> 
<141> 

<160> 15 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 852 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 1 

Met Thr Gly Ala. Ser Arg Arg Ser Ala Arg Gly Arg He Lys Ser Ser 
1*5 10 15 

Ser Leu Ser Pro Gly Ser Asp Glu Gly Ser Ala Tyr Pro Pro Ser He 
20 25 30 

Arg Arg Gly Lys Gly Lys Glu Leu Val Ser He Gly Ala Phe Lys Thr 
35 40 45 

Asn Leu Lys He Leu Val Gly Leu He He Leu Gly He He Val He 
50 55 60 

Tyr Phe Val He Asn Arg Leu Val Arg His Gly Leu Leu Phe Asp Glu 
65 70 75 80 

Ser Gin Lys Pro Arg Val He Thr Pro Phe Pro Ala Pro Lys Val Met 
85 90 95 

Asp Leu Ser Met Phe Gin Gly Glu His Lys Glu Ser Leu Tyr Trp Gly 
100 105 110 

Thr Tyr Arg Pro His Val Tyr Phe Gly Val Arg Ala Arg Thr Pro Leu 
115 120 125 

Ser Leu Val Ala Gly Leu Met Trp Leu Gly Val Lys Asp Glu Met Tyr 
130 135 140 

Val Met Arg His Phe Cys Glu Asn Ser Asp Asp Leu Ser Thr Phe Gly 
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145 150 155 160 

Trp Arg Glu His Asn Gly Arg Asp Tyr Gly Arg Gin Glu Leu Val Glu 
165 170 175 

Asn Asp Met Val He Glu Thr Ser Phe Val Lys Ser Lys Gly Asp Gly 
180 185 190 

Leu Gly Tyr Gly Gly Asp Trp Ala Val Arg He Asp Val Lys Asn Lys 
195 200 205 

Gly Leu Asn Asp Asp Val Lys Arg Ser Ala His Leu Phe Phe Tyr Leu 
210 215 220 

Ala Asp Glu Gly Gly Asn Val Leu Asn Leu Gly Gin Asp Gly Leu Asp 
225 230 235 240 

Phe Gin Gly Ser Ser Leu Leu Vai Ser Gly Ser Arg Glu Asp Val Gly 
245 250 255 

Asp Trp Gin He His Leu Lys Ser Gin Asn Gin Leu Glu Thr His Tyr 
260 265 270 

Ser Gly Phe Lys Thr Pro His He Tyr Asn Leu Ser Asp Leu Val Gin 
275 280 285 

Gin Asn Leu Ala Leu Gin Ala Arg Lys Phe Gly Arg Leu Gin Leu Ser 
290 295 300 

Asp Thr Ser Glu Asp Ser Ser Asn He Tyr He Phe Gin He Ser Gly 
305 310 315 320 

Arg Leu Pro Phe Thr He Asp He Pro Phe He Ser Gly He Lys Gly 
325 330 335 

Glu Ser Ser Asn Val Glu Lys Arg Leu Thr Ser Leu Thr Gly Leu Pro 
340 345 350 

Leu Ser Asp Leu Leu Lys Lys Lys His Gin Glu Phe Asp Ala Lys Phe 
355 360 365 

Asn Glu Cys Phe Asn Leu Ser Glu Lys His Asp Ser Glu Thr Leu Gly 
370 375 380 

Val Gly Arg Thr Ala He Ala Asn Met Leu Gly Gly He Gly Tyr Phe 
385 390 395 400 

Tyr Gly Gin Ser Lys He Tyr Val Pro Lys Ser Thr Gin Pro Gly Ser 
405 410 415 

Arg Asp Asn Phe Leu Leu Tyr Trp Pro Ala Glu Leu Tyr Thr Ala Val 
420 425 430 
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Pro Ser Arg Pro Phe Phe Pro Arg Gly Phe Leu Trp Asp Glu Gly Phe 
435 440 445 

His Gin Leu Leu lie Trp Arg Trp Asp lie Arg lie Thr Leu Asp He 
450 455 460 

Val Gly His Trp Leu Asp Leu Leu Asn He Asp Gly Trp He Pro Arg 
465 470 475 480 

Glu Gin He Leu Gly Ala Glu Ala Leu Ser Lys Val Pro Glu Glu Phe 
485 490 495 

Val Val Gin Tyr Pro Ser Asn Gly Asn Pro Pro Thr Leu Phe Leu Val 
500 505 510 

He Arg Asp Leu He Asp Ala He Arg Met Glu Lys Phe Val Ala Ser 
515 520 525 

Glu Lys Asp Glu Val Leu Ser Phe Leu Glu Arg Ala Ser Val Arg Leu 
530 535 540 

Asp Ala Trp Phe Gin Trp Phe Asn Thr Ser Gin Lys Gly Lys Glu He 
545 550 555 560 

Gly Ser Tyr Phe Trp His Gly Arg Asp Asn Thr Thr Thr Gin Glu Leu 
565 570 575 

Asn Pro Lys Thr Leu Ser Ser Gly Leu Asp Asp Tyr Pro Arg Ala Ser 
580 585 590 

His Pro Ser Glu Asp Glu Arg His Val Asp Leu Arg Cys Trp Met Tyr 
595 600 605 

Arg Ala Ala Asp Cys Met His Ser He Thr Glu Leu Leu Gly Lys Glu 
610 615 620 

Asp Lys Leu Ser Lys Glu Asn Tyr Asn Ser Thr Ala Lys Leu Leu Ser 
625 630 635 640 

Asn Phe Asn Leu Leu Asn Gin Met His Tyr Asp Ser Asp Tyr Gly Ala 
645 650 655 

Tyr Phe Asp Phe Gly Asn His Thr Glu Lys Val Lys Leu He Trp Lys 
660 665 670 

Glu Val He Gin Glu Asn Gly Gin Leu Ser Arg Gin Leu Val Arg Lys 
675 680 685 

Thr Phe Gly Lys Pro Lys Leu Lys Leu Val Pro His Leu Gly Tyr Val 
690 695 700 
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Ser Phe Phe Pro Phe Met Ser Arg lie lie Pro Pro Asp Ser Pro lie 
705 710 715 720 

Leu Glu Lys Gin Leu Asn Leu He Ser Asn Arg Ser He Leu Trp Ser 
725 730 735 

Asp Tyr Gly Leu Val Ser Leu Ala Lys Thr Ser Ser Met Tyr Met Lys 
740 745 750 

Arg Asn Thr Glu His Asp Ala Pro Tyr Trp Arg Gly Pro He Trp Met 
755 760 765 

Asn Met Asn Tyr Met He Leu Ser Ser Leu Tyr His Tyr Ser He Val 
770 775 780 

Asp Gly Pro Tyr Arg Glu Lys Ser Lys Ala He Tyr Thr Glu Leu Arg 
785 790 795 800 

Ser Asn Leu He Arg Asn Val Val Arg Asn Tyr Tyr Glu Thr Gly Tyr 
805 810 815 

He Trp Glu Gin Tyr Asp Gin Val Lys Gly Thr Gly Lys Gly Thr Arg 
820 825 830 

Leu Phe Thr Gly Trp Ser Ala Leu Thr Leu . Leu He Met Ser Glu Asp 
835 840 845 

Tyr Pro He Phe 
850 



<210> 2 
<211> 2559 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 2 

atgaccggag ctagccgtcg gagcgcgcgt 
ggctccgatg aaggaagcgc ttatcctccg 
gtatcgatcg gtgctttcaa gacgaatctc 
attatagtaa tctacttcgt aatcaatcgg 
tcccagaagc ctagggttat cactcctttt 
tttcagggcg agcacaaaga gagcttatac 
ggagttcgag ctagaactcc attgtccttg 
gatgagatgt atgttatgcg gcatttctgt 
tggagagaac ataatggacg ggattatggt 
atagagacga gttttgtgaa gtccaaggga 
gttcggattg atgtaaaaaa taaagggttg 
ttcttttatt tagctgatga aggtggcaat 
ttccaaggga gctctctcct ggtttcgggg 
cacttaaaat cacagaatca gctcgagaca 



ggtcgaatca aatcatcatc attatctccc 60 
agtatccgcc gcggcaaagg caaggaactt 120 
aagatattgg ttgggttaat catattaggg 180 
ctagttcgtc acgggttgtt gtttgatgag 240 
cctgctccga aagtcatgga tttgtcaatg 300 
tggggaactt atcgtcctca tgtttatttt 360 
gtagctggct tgatgtggct tggtgtcaaa 420 
gaaaactctg atgatttaag tacatttggc 480 
cggcaagagc tggttgaaaa cgatatggta 540 
gacggccttg gttatggtgg ggattgggca 600 
aatgatgatg tgaagagaag tgcacatctc 660 
gttttaaatt taggccaaga tggtttagat 720 
tcacgtgaag atgtaggaga ctggcagata 780 
cattattccg gtttcaagac gcctcacata 84 0 
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tataatttgt ctgatctagt tcagcaaaat 
cttcagctct ctgacacatc agaggattct 
aggctaccat ttacgattga tattcccttc 
gtggaaaagc gtttaacaag tctcacaggt 
catcaagaat ttgatgcaaa gtttaatgaa 
gaaacattgg gggttggaag gactgcaatt 
tatggccaat caaaaattta tgttcctaaa 
ttgctgtatt ggccagccga gctgtacaca 
gggtttttgt gggacgaagg tttccatcaa 
accttggata tcgttggaca ctggttagac 
gagcaaattt tgggtgctga agctttgagt 
ccgagtaatg gcaatccacc aactctgttt 
aggatggaaa agtttgtcgc atcagaaaag 
tctgtacgct tagatgcttg gtttcagtgg 
ggaagctact tttggcatgg cagagacaac 
ctttcgtcgg ggctggatga ttatccccgg 
gttgatctta gatgctggat gtaccgtgct 
ttaggaaaag aagacaaact ttcaaaggag 
aatttcaatc ttctgaatca gatgcactat 
ggcaatcata cagaaaaagt taagttgata 
ttatctcgac aacttgtaag gaagactttt 
ttgggttacg tcagcttctt tcccttcatg 
ctcgagaaac agctcaatct catttcaaat 
gtttcgcttg ccaaaaccag ttctatgtat 
tactggagag gtcctatatg gatgaacatg 
tactctatag tggatggacc gtatagagaa 
agcaatttga taaggaacgt ggttagaaac 
tatgatcaag ttaagggaac aggcaaaggc 
accttgttaa ttatgtcaga agattatcct 



cttgctctgcaggcaaggaa gtttggacga 900 
tctaacattt acatctttca gatttctggg 960 
atctccggga tcaaaggaga aagttcaaat 1020 
ttgccactct ctgatctact taaaaagaaa 1080 
tgcttcaacc tttctgaaaa gcatgattca 1140 
gcaaacatgc ttgggggcat tggttacttc 1200 
agcactcagc ctggaagtcg ggataatttc 1260 
gctgttccaa gccgaccttt ttttcctagg 1320 
ttgttgatct ggcggtggga tattcgtata 1380 
ctattgaaca tagatggatg gattccacgt 1440 
aaggttccag aggaattcgt agttcaatac 1500 
ttggtgatac gtgatctgat tgacgctata 1560 
gatgaagtat tgtcattcct tgagcgagct 1620 
tttaatactt cccagaaagg caaggagatc 1680 
acaacaactc aagaacttaa ccctaagacg 1740 
gcttcgcacc ctagtgaaga tgagcgacat 1800 
gcagattgca tgcattccat cacagagctt 1860 
aattacaatt caactgccaa gctgctttca 1920 
gatagtgact atggggctta ctttgacttt 1980 
tggaaagagg taattcaaga aaatggtcaa 2040 
gggaagccaa agctaaaatt ggttcctcac 2100 
tctagaatca tcccacctga ttctccaatt 2160 
aggagcatct tatggagtga ctatggacta 2220 
atgaaacgta acactgagca tgatgcacca 2280 
aactacatga ttctttcttc tctttaccat 2340 
aagtcgaaag caatttacac ggaactaagg 2400 
tattacgaga cggggtacat ctgggaacaa 2460 
acgcgtctct tcaccggctg gtctgcgctt 2520 
attttttag 2559 



<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 3 

atgaccggag ctagccgtcg 



<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 4 

aagtttcgtt cccgaagagg 



<210> 5 
<211> 43 
<212> ADN 
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<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 5 

ctaatacgac tcactatagg gctcgagcgg ccgcccgggg agt 



<210> 6 
<211> 8 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) 

<223> Groupe phosphorique {P04) lie en position 5'. du 
Sucre 

<220> 

<221> mis cofeature 
<222> (8) 

<223> Groupe amino en position 3' du sucre 

<400> 6 
acctcccc 



<210> 7 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 7 

ggatcctaat acgactcact atagggc 



<210> 8 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 8 

ctatagggct cgagcggc 



<210> 9 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 9 

ggccgcccgg ggaggt 



16 
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<210> 10 

<211> 23 . 
<2X2> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 10 23 
tcgttaaaac tgcctggcac age 



<210> 11 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 11 25 
ccagactgaa tgcccacagc ccgtc 



<210> 12 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 12 . 24 

tcacgggttg gggttctaca ggac 



<210> 13 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 13 24 
cggctattgg taataggaca ctgg 



<210> 14 
<2ai> 26 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<400> 14 26 
caaccctcaa ctggaaacgg gccgga 



<210> 15 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 15 
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